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Auswaschen von Invertase und Maltase aus Aceton- 
Dauerhefe. 


Von 
Eduard Buchner und Ferdinand Reischle. 


(Aus dem Chemischen Institut der Universität Würzburg.) 


(Eingegangen am 24. April 1917.) 


Ein Weg zur Trennung der Gärungsenzyme, die wieder 
unter dem Namen Zymase zusammengefaßt werden sollen, von 
der Invertase schien möglicherweise in der größeren Diffusions- 
fähigkeit der letzteren gegeben. Ältere Versuche!) zu diesem 
Ziel zu gelangen, einerseits durch Eintauchen von Hefepreß- 
saft, gefüllt in Pergamentpapierschläuche, in verdünnte Salz- 
lösungen unter Anwendung des Gürberschen Rührers, anderer- 
seits durch erschöpfende, 4tägige Extraktion von Aceton-Dauer- 
hefe mit 10°/,iger Glycerinlösung ließen es aber nicht erreichen. 
Die nicht diffundierten bzw. ungelöst gebliebenen Rückstände 
zeigten noch immer auf Rohrzucker starke Inversions-, jedoch 
keine Gärwirkung mehr, letzteres, wie wir jetzt wissen, ohne 
Zweifel, weil das Ko-Enzym völlig diffundiert bzw. ausgewaschen 
war. Die Invertase geht demnach zwar anfangs ziemlich rasch, 
in den letzten Anteilen aber jedenfalls nur langsam durch 
Pergamentpapier hindurch oder aus den Zellen der Aceton- 
Dauerhefe heraus?). 


1) Buchner und W. Antoni, Zeitschr. f. physiol. Chem. 44, 209, 
210, 1905. 

2) Frische, lebende Hefe gibt im Gegensatz zu im Vakuum getrock- 
neter Hefe keine Invertase an die umgebende Rohrzuckerlösung ab (H. 
von Euleru.S. Kullberg, Zeitschr. f. physiol. Chem. 71, 29, 1911; 73, 94, 
1911). Beim Entwässern der Hefe soll nur etwa die Hälfte der Inver- 
tase erhalten bleiben (a.a. O. 73, 95); dieser Schluß wird aus einem Ver- 


gleich zwischen der Wirkung lebender und getrockneter Hefe auf 10°/,ige 
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W. Ruhland*) hat nun kürzlich die Meinung geäußert, 
daß alle freien Enzyme bezüglich der Extrahierbarkeit auf 
eine Stufe zu stellen seien. Diese Ansicht ist nicht länger halt- 
bar. Wie Buchner und S. Skraup?) festgestellt haben, gelingt 
es gewöhnlich nicht, die Zymase aus Aceton-Dauerhefe auszuziehen. 
Dagegen soll im folgenden an der Hand schon länger vor- 
liegender Versuche gezeigt werden, daß Invertase in erheblichem 
Maße und selbst Maltase in nachweisbarer Menge aus der 
Aceton-Dauerhefe durch einfaches Behandeln mit Wasser aus- 
gewaschen werden kann?). 

Diese Ergebnisse stimmen bezüglich der Invertase gut mit 
Versuchen von A. Harden und $. S. Zilva*) überein, die 
zeigten, daß durch sechsmaliges Zentrifugieren von Aceton- 
Dauerhefe (auch Zymin genannt) mit immer erneuertem Wasser 
etwa ein Drittel der Invertasewirkung dem ausgewaschenen 
Präparat entzogen wird. Dagegen gelang es den englischen 
Forschern nicht, die Extrahierbarkeit der Maltase aus Aceton- 
Dauerhefe mit Sicherheit festzustellen®). Bei unserer letzten 
Versuchsreihe verliefen die einschlägigen Ermittlungen jedoch 
auch in dieser Richtung positiv. Allerdings kann es sich dabei 
zum Teil um eine Schädigung der anscheinend empfindlichen 
Maltase während des längeren Auswaschens bei Zimmertempe- 
ratur handeln*). 

Die Anordnung der drei Versuchsreihen war folgende: Je 
2 g Aceton-Dauerhefe, deren Gärwirkung in ungewaschenem Zu- 
stande geprüft war, wurden 5 bis 6 Stunden lang mit im 


Rohrzuckerlösung bei 20° innerhalb 37 Minuten gezogen; es erscheint 
fraglich, ob während der kurzen Versuchsdauer die getrocknete Invertase 
den zur vollen Wirksamkeit nötigen natürlichen Quellungszustand wieder 
erreicht hat oder mit der Änderung der osmotischen Eigenschaften beim 
Trocknen der Hefezellen eine entscheidende Beeinträchtigung des Er- 
gebnisses verbunden ist. 

1) Biol. Centralbl. 33, 337, 1913. 

2) Diese Zeitschr. 82, 107, 1917. 

3) Auf die Unterschiede in der Extraktionsfähigkeit haben auch 
H. von Euler u. D. Johansson (Zeitschr. f. physiol. Chem. 80, 176, 
1912) hingewiesen. 

4) Biochemical Journal 8, 224, 1914. 

5) A. a. O. 225. 

$) Vgl. L. Michaelis u. P, Rona, diese Zeitschr. 57, 83, 1913. 
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ganzen 150 ccm Wasser bei Zimmertemperatur auf einem ge- 
wöhnlichen Papierfilter ausgewaschen und, nachdem die Hälfte 
des Filters entfernt war, der Rest desselben mit dem Hefebrei 


Einfluß des Auswaschens auf die Gärwirkung von Aceton- 
Dauerhefe gegenüber Rohr-, Malz- und Traubenzucker. 
Je 2 g nicht gewaschene oder ausgewaschene Aceton-Dauerhefe + 4 g Zucker 


+ 10 com Wasser bzw. Kochsaft bzw. konzentriertes Waschwasser + 0,2 ccm 
Toluol; 22°. 
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3 
dz E Datum| Dauerhefe | Zucker | von en Tagen _ 
HE 5 1 3 r End- 
> [Z 4g 10 ccm 9 | zahl 
1 0,27 | 0,60 | 0,63 | 0,65 
2 0,27 | 0,60 0,66 
3 0,04 | 0,04 0,04 
4 0,00 | 0,00 0,00 
5 0,18 | 0,53 0,76 
| 6 0,21 | 0,56 0,79 
7 0,13 | 0,24 0,27 
8 9 0,15 | 0,27 0,29 
9 Trauben- 0,32 | 0,78 0,95 
10 zucker 0,30 | 0,70 0,95 
IT| 1|11.7.10| nicht gew. | Robr- | Wasser | 0,39 | 0,70 0,97 
2 (Kontrolle) | zucker 0,39 | 0,70 0,97 
3 aus- 0,00 | 0,00 0,00 
4 gewaschen is e 0,00 | 0,00 0,00 
: a » Kochsaft NE u er 
T konzentr.| 0,16 | 0,27 | 0,29 | 0,29 
8 » » Waschw. | 0,16 | 0,27 | 0,29 | 0,29 
| 
9 Malz- 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 
10 n zucker | Wasser | 900 | 0,00 | 0.00 | 0.00 
11 0,21 | 0,60 | 0,69 | 0,69 
12 » »  |Kochesftl 0,20 0,58 | 0,68 | 0,69 
13 Trauben- 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 
14 n zucker | Wasser | 900 | 000 | 0,00 | 0.00 
15 0,18 | 0,52 | 0,62 | 0,62 
16 " n |Kochsaft| 017 | 0,52 | 0,62 | 0,62 
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(Fortsetzung.) 

A m 5 A | Kohlendioxyd in g nach 

Aal S | Aceton- Zusatz me 
FE E Datum | Dauerhefe Zuoker von = Tagen = 
als | | € nd- 
> 5 | 2g 4g | 10 cem 1 | 3 | 5 zahl 
II) 1/18.7.10/ nicht gew. | Rohr- Wisser — 0,94 | 1,02 | 1,02 
2 (Kontrolle) | zucker -= 0,94 | 1,04 | 1,04 

| | 
3| aus- 0,02 | 0,02 | 0,02 | 0,02 
4 gewaschen ? 7 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 
5 konzentr.| 0,23 | 0,60 | 0,85 | 1,08 
6 2 £ Kochsaft | 0,23 | 0,61 | 0,87 | 1,07 

Í | 
7 | | |konzentr.| 0,25 | 0,48 | 0,60 | 0,60 
8 | x | > Waschw. | 0,25 | 0,47 0,61 | 0,61 
9 | | Malz- 0,01 | 0,01 | 0,01 | 0,01 
10 j zucker | Wasser | 900 | 0,00 | 0.00 | 0.00 

| | | 

11 \konzentr.| 0,20 | 0,42 | 0,55 | 0,85 
12 | | 4 a | Kochsaft | 0,20 | 0,42 | 0,54 | 0,85 
13 | | Trauben- | 0,01 | 0,01 | 0,01 | 0,01 
14 | | ” | zucker | Wasser | 000 | 0,00 | 0,00 | 0,00 
15 | | konzentr. 0,30 | 0,77 | 1,12 | 1,42 
16 | 7 f Kochsaft | 0,30 | 0,78 | 1,12 | 1,39 








in die Gärkölbchen übergeführt. Das Ko-Enzym war dann 
völlig ausgewaschen”), so daß auf Zusatz von Rohrzucker in 
allen Fällen keine Gärwirkung eintrat. Dieselbe stellte sich 
aber auf Zugabe von Kochsaft?) oder zum Teil auch auf Zu- 
fügen des im Vakuum bei 27° eingeengten (von je 2 Partien 
vereinten) Waschwassers, das Ko-Enzym und Invertase enthält, 
wieder ein. In letzterem Falle ist allerdings die ursprüngliche 
Gärwirkung keineswegs mehr zu erzielen; wahrscheinlich hat 
die Zymase während des Auswaschens durch die Endotryptase 
schon gelitten. Der Kochsaftzusatz und besonders der in der 
Versuchsreihe IJI angewandte konzentrierte Kochsaft wirkte so 


1) Daß Aceton-Dauerhefe durch Auswaschen mit Wasser auf dem 
Nutschfilter die Gärwirkung verliert, hat schon L. Iwanoff beobachtet 
(Centralbl. f. Bakt. II. Abt. 24, 7, 1909); die völlige Aufklärung erbrachten 
erst A. Harden u. W. J. Young (ebenda 26, 183, 1910). 

2) Dargestellt aus frischer Hefe nach den Angaben von Buchner 
u. H. Haehn, diese Zeitschr. 19, 198, 1909. 
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günstig, daß die ursprüngliche Gárkraft so ziemlich erreicht 
bzw. sogar überschritten wurde. 

Bei den Versuchsreihen II und III wurde ebenso wie Rohr- 
zucker auch Malzzucker zugefügt. Ohne Kochsaft trat wieder 
keine Gärwirkung ein, infolge Mangels an Ko-Enzym; mit Koch- 
saft erfolgte kräftige Kohlendioxydentwicklung. Um nun ein 
Urteil über die Auswaschbarkeit der Invertase bzw. der Maltase 
zu gewinnen, wurde zum Vergleiche zu weiteren Kólbchen mit 
ausgewaschener Aceton-Dauerhefe Traubenzucker zugesetzt; auch 
hier trat ohne Zugabe von Kochsaft keine Gärung ein, sofort 
aber auf Zufügen desselben. In den letzteren Fällen überstieg 
die Menge entwickelten Kohlendioxyds bei allen drei Versuchs- 
reihen die auf Rohrzuckerzusatz gebildete erheblich (vergl. die 
Versuche I, 9 u. 10 mit I, 5u. 6, II, 15 u. 16 mit II, 5 u. 6, 
III, 15 u. 16 mit III, 5 u. 6) und bei Versuchsreihe III auch die 
mit Malzzucker erhaltene (vergl. III, 15 u. 16 mit III, 11 u. 12). 
Dadurch ist erwiesen, daß in der ausgewaschenen Acetondauer- 
hefe Invertasemangel herrscht. In der Versuchsreihe III zeigt 
sich auch deutlich, daß unter Umständen ein Auswaschen der 
Maltase möglich ist. 

Zur Darstellung der Aceton-Dauerhefe kam bei allen Ver- 
suchen Breslauer untergärige Bierhefe zur Anwendung. Die 
einzelnen Versuchszahlen sind in der folgenden Tabelle zusam- 
mengestellt. Als Endzahl ist in der letzten Spalte die bei 
Beendigung des Gärungsvorganges entwickelte Menge Kohlen- 
dioxyds aufgeführt; der Zeitpunkt dafür wechselt zwischen 6 
und 13 Tagen, da bei Kochsaftzusatz die Gärung infolge Kon- 
servierung der Zymase länger anhält. 


Die Bedeutung der sogenannten ,sterischen Hinderung* 
bei biochemischen Prozessen. I. 
Einfluß der Kern-Methylgruppe. 
Von 
Oskar Baudisch und Franz Klaus, 


(Eingegangen am 23. April 1917.) 


P. Ehrlich und Benda!) haben vor längerer Zeit über 
den dystherapeutischen Effekt von Methylgruppen im allge- 
meinen berichtet und als besonderes Beispiel die Rosanilinfarb- 
stoffe angegeben. Nach diesen Forschern nimmt der therapeu- 
tische Wert der erwähnten Farbstofigruppe mit abnehmender 
Zahl der Methylgruppen zu, so daß z. B. Krystallviolett als 
schlecht, Rosanilin als gut, Pararosanilin als besser zu taxieren 
ist. Der therapeutische Effekt des Trypaflavins wird als drei- 
mal so groß als der des Akridiniumgelbs angegeben, das 
2 Methylgruppen mehr enthält. Ferner sind nach Benda und 
Hahn die homologen Atoxyle (Arsanilsäure) schlechter als das 
Atoxyl selbst und die von Bertheim dargestellten methy- 
lierten Dioxydiaminoarsenobenzole weniger gut als das methyl- 
freie Dioxydiaminoarsenobenzol (Salvarsan). 

Diese auffallenden Erscheinungen theoretisch zu begrün- 
den, ist unseres Wissens bisher nicht versucht worden. Die 
im folgenden angegebenen neuen Beispiele antireaktiver Sub- 
stituentenwirkung lassen uns einen tieferen Einblick in dieses 
dunkle Gebiet gewinnen. 

Der auffallend starke Einfluß einer Methylgruppe in 
Ortho-Stellung zu einem Aminstickstoff ist von chemischer Seite 
in vielen Beispielen erbracht worden. Wir erwähnen die Ar- 
beiten von E. Bamberger?) über die Oxydation der Toluidine 


1) P. Ehrlich, Festschr. z. 60. Geburtstag. Gust. Fischer, Jena 1914. 
1) Ber. 39, 4285, 1906. 
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zu den entsprechenden Aminoxyden und die neueren Arbeiten 
von J.v. Braun!) und seinen Mitarbeitern über sterische Hin- 
derung. E. Bamberger hat festgestellt, daß die antireaktive 
Wirkung der CH,-Gruppe in Orthostellung zu primären, se- 
kundären und tertiären Aminstickstoffen am stärksten hervor- 
tritt, in Parastellung noch deutlich zu konstatieren ist, dagegen 
in Metastellung gleich Null wird. J. v.Braun und O. Kruber’) 
haben z. B. experimentell festgestellt, daß Diphenylmethanbasen 
vom Typus 


HC und H,C CH, 
N NCH) NICH), 
3 CH, 
I II 


gegen Jodmethyl (BrCN, J.CH,CN) ein ganz verschiedenes Ver- 
halten zeigen. Während die Verbindung I Jodmethyl glatt 
addiert, erfolgt bei II keine oder nur eine sehr träge Addition. 

An dieses Beispiel schließt sich sehr schön ein vor 30 Jahren 
von P. G. Unna?) beschriebener Fall bezüglich des Unterschiedes 
der Rosaniline und Pararosaniline bei der Gramschen Bakte- 
rienfärbung an. Da die Unnaschen Angaben seinerzeit stark 
bekämpft wurden, hat Herr Professor Unna auf meine Bitte 
diese alten Arbeiten mit chemisch reinen Farbstoffen der Elber- 
felder Farbenfabriken wiederholt und seine früheren Angaben 
aufs neue bestätigen können‘). 

Die salzsauren Salze der beiden Farbstoffe, Krystallviolett 
(III) und Neufuchsin (IV) 


Fe S IM 
INCH. ee a 
z A 
c — Denon, Cl und CL —NH, ->C 
EN N CH, 
N Ten, X Sens, 
0% 
mn me a 


1) Ber. 49, 696, 1916. 

2) Ber. 49, 1102, 1916. 

3) Dermatologische Studien IV. Heft 1887. 

4) P. G. Unna, Die Rosaniline und Pararosaniline. Dermatol. 
Woohenschr. 64, 409, 1917. 
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stellen typische Vertreter der beiden ähnlich konstituierten 
Farbstoffgruppen, nämlich der Pararosaniline und Rosaniline 
dar. Während die beiden erwähnten Farbstoffe an und für 
sich bei Bakterienfärbungen keine besonderen Unterschiede 
zeigen, wird durch Hinzugeben von Lugolscher Lösung (Jod, 
Jodkalium) und nachheriger Entfärbung mit Acetonalkohol 
(Gramsche Färbung) Krystallviolett vom Neufuchsin leicht 
unterschieden. Es genügt — wie Unna gezeigt hat — ein 
Schnitt mit Leprabacillen, um unter dem Mikroskop zu er- 
kennen, welcher von den beiden Farbstoffen vorlag. Bei der 
Färbung eines Lepraschnittes mit Krystallviolett nach Gram 
sieht man die Körner des Lutz-Unnaschen Coccothrix wie 
eine Perlenschnur deutlich hervortreten, während das Neu- 
fuchsin unter sonst gleichen Verhältnissen eine einfache Bacillen- 
färbung ergibt. 

Im Krystallviolett konnte das Jod (JH oder JK) — ent- 
sprechend dem v. Braunschen Tetramethyldiamido-diphenyl- 
methan — sich an die tertiären Stickstoffatome leicht addieren; 
im Neufuchsin wirken die Kern-Methylgruppen „sterisch hin- 
dernd“ gegen eine solche Addition, weshalb keine oder nur 
eine geringe Addition eintreten kann. Der Unterschied in der 
Jodaddition ist — wie Unna früher gezeigt hat — auch im 
Reagensglas demonstrierbar, wird aber durch die Bacillenaus- 
färbungen und nachherige Jodbehandlung ganz bedeutend auf- 
fallender. Das hängt höchstwahrscheinlich mit der lockeren 
Bindung des ungesättigten Triphenylmethan-Kohlenstoffatoms 
an das Bacilleneiweiß zusammen, wodurch die Ammonisierungs- 
kraft der Stickstoffatome und damit die Addition des Jods 
(JH, JK) eine Verstärkung erfährt. 

Es ist sehr bemerkenswert, daß Unna schon in seiner 
alten Abhandlung über Rosaniline und Pararosaniline auf eine 
lockere Bindung zwischen Farbstoff und Bacilleneiweiß auf- 
merksam macht. Während damals im Zeichen der starren 
Valenz eine solche Annahme sehr ketzerisch wirken mußte, 
sind uns heute solche lockere — koordinative — Bindungen 
geläufig, und gerade die Triphenylmethanfarbstoffe sind mit 
ihrem stark ungesättigten Kohlenstoffatom geradezu prädesti- 
niert dafür. 

Aus neueren Arbeiten von Unna ergibt sich noch ein 
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besonders erwáhnenswerter Fall einer antireaktiven Wirkung 
einer Kern-Methylgruppe. Unna hat in seinen systematischen 
Untersuchungen über das Chrysarobin und seine Homologen 
sehr bemerkenswerte Resultate erhalten, die im folgenden be- 
sprochen werden. Vergleichende therapeutische Untersuchungen 
zwischen Chrysarobin (I) und Cignolin (II) 


OH OH OH OH OH OH 
(MN INN 
MAS E 
S/N CH, SILA 

I II 


haben ergeben, daß das Cignolin gegen Psoriasis bedeutend 
kräftiger wirkt als seine entsprechende Methylverbindung. Unna 
hat ferner festgestellt, daß für das Zustandekommen eines wirk- 
samen antipsoriatischen Effektes die 1- und 8-Stellung der 
—OH-Gruppen eine Vorbedingung ist. Auf den Zusammen- 
hang dieser experimentellen Ergebnisse mit den Pfeifferschen 
Beobachtungen innerer Metallkomplexsalzbildung bei Oxy-An- 
thrachinonen ist schon früher aufmerksam gemacht worden!). 
Wir ersehen aus den Unnaschen Versuchen, wie das unge- 
sättigte Sauerstoffatom der —C = O-Gruppe in Chrysarobin 


H. „H 
H % 


durch die paraständige Methylgruppe antireaktiv beeinflußt 
wird, woraus wir nun gleichzeitig erkennen, daß gerade diese 
—C = 0-Gruppe mit ihren sie beeinflussenden benachbarten 
—OH-Gruppen für den therapeutischen Effekt dieser Verbin- 
dung verantwortlich zu machen ist. Wird die Additionsfähig- 
keit der —CO-Gruppe durch die paraständige Methylgruppe 
vermindert, so leidet auch der therapeutische Effekt. Über 
das Wesen der sogenannten sterischen Hinderung wissen wir 


1) Ber. 49, 172, 1916. 
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heute noch nichts. Der Name hat wohl heute keine Berech- 
tigung mehr, nachdem nachgewiesen worden ist, daß das Grup- 
pengewicht der Alkylgruppen für die reaktionsvermindernde 
Wirkung ohne Einfluß ist. 

Die Gründe, warum die antireaktive Wirkung bei Methyl- 
gruppen so auffallend stark ist und warum sich Methyl-, Äthyl-, 
Amyl- usw. und ungesättigte Alkylgruppen ganz verschieden 
verhalten können, sind heute noch vollkommen unbekannt. 
Vielleicht wird auch hier die erweiterte Valenzlehre Aufschluß 
bringen, und unsere Vermutung, daß die Nebenvalenz-Absätti- 
gungskraft der antireaktiv wirkenden Substituenten ein grund- 
legendes Moment ist, soll später experimentell geprüft werden. 

Ob sich die dystherapeutische Wirkung der Kern-Methyl- 
gruppen verallgemeinern läßt, ist nicht zu entscheiden, ist aber 
auch nicht anzunehmen, nachdem durch die Versuche Morgen- 
roths und seiner Schüler über die Chemotherapie der Chinin- 
verbindungen absolut neue Einblicke in dieses dunkle Gebiet 
geschaffen wurden, die uns lehren, bei der Beurteilung der 
Beziehung zwischen chemischer Konstitution und chemothera- 
peutischer Wirkung sehr vorsichtig zuwege zu gehen. 


Zur Kenntnis des Blutzuckers. 
1. Mitteilung. 


Von 
S. Gutmann und O, Adler. 
(Aus der chemischen Abteilung und der I. inneren Abteilung des 
Rudolf-Virchow-Krankenhauses zu Berlin.) 


(Eingegangen am 26. April 1917.) 


Trotz vieler Bemühungen ist bis heute noch keine Methodik 
zur Bestimmung des Blutzuckers geschaffen worden, die eine 
genaue Ermittelung der Glucose allein gestattet. Je nach dem 
Eiweißfällungsverfahren, nach der Reduktionsmethode zur Be- 
stimmung des Traubenzuckers und nach der Zusammensetzung 
des Blutes können durch Purine, Kreatin, Kreatinin, ev. auch 
durch Aminosäuren Peptone und durch besondere Abbaustoffe 
im pathologischen Organismus, wie Tryptophanabkömmlinge, 
Homogentisinsäuren usw. Fehlerquellen bei der Bestimmung 
des Blutzuckers entstehen. O.Schumm!) erörtert ferner die 
Möglichkeit, daß speziell im Blute von Diabetikern außer 
Hexosen beträchtliche Mengen von komplexen Kohlenhydraten 
vorkommen könnten, die vielleicht nach dem Bangschen Ver- 
fahren und nach den Ausführungen von C. Maase und H. 
Tachau?) gelegentlich auch nach dem Polarisationsverfahren 
angezeigt würden. 

Bei der großen Bedeutung für die Chemie des Blutzuckers, 
die ein Auftreten von größeren Mengen komplexer Kohlen- 
hydrate im enteiweißten Blute besitzen würde, haben wir in 
der vorliegenden Arbeit bei 15 Diabetikern und 3 normalen 
Menschen Untersuchungen auf solche Substanzen unternommen. 
Im allgemeinen wurden die Versuche bei nüchtern gebliebenen 


1) Zeitschr. f. physiol. Chem. 96, 228, 1915. 
2) C. Maase und H. Tachau, Zeitschr. f. klin. Med. 81, 5, 1914. 
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Personen angestellt; bei 2 Diabetikern wurde das Blut auch 
nach Traubenzuckerzufuhr untersucht. Als Enteiweißungs- 
methode wurde diejenige von Schenk, als Reduktionsverfahren 
das von Bertrand gewählt; für die Bestimmung der kom- 
plexen Kohlenhydrate wurde die enteiweißte Blutlösung mit 
2,2°/, Salzsäure behandelt. 


Methodisches, 


Das aus der Vene entnommene Blut wurde mit Natrium- 
fluorid geschüttelt, um die Gerinnung zu verhindern. 25 ccm 
dieses Blutes wurden nacheinander mit 25 com Wasser, 50 com 
2°/,iger Salzsäure und 50 cem 5°/,iger Sublimatlösung versetzt 
und 24 Stunden lang im Eisschrank stehen gelassen. Am näch- 
sten Tag wurde vom Eiweiß abfiltriert, in das Filtrat Schwefel- 
wasserstoff zur Entfernung des Quecksilbers eingeleitet und letz- 
terer wieder unter Kühlung des Filtrates mit Eiswasser durch 
einen Luftstrom entfernt. 

In 25 ccm des Filtrates wurde der Zucker nach Bertrand 
direkt bestimmt; weitere 25 ccm wurden auf einen Salzsäure- 
gehalt von 2,2°/, gebracht, 2 Stunden lang auf dem Draht- 
netze am Rückflußkühler mit kleiner Flamme gekocht!) und 
dann in der Lösung der Zucker nach Bertrand bestimmt. 

Dabei hat sich als erforderlich herausgestellt, beim Erhitzen 
mit Salzsäure die Verbindung des Kochkolbens mit dem Kühler 
nicht durch Korke, sondern durch Schliffe zu bewerkstelligen. 

Solange wir diesen Punkt nicht berücksichtigten und nur 
Korke beim Verschluß verwandten — von Gummi nahmen 
wir schon aus dem Grunde Abstand, weil bei der Verwen- 
dung von Gummi mit Faktis die gekochten Lösungen sich oft 
sehr stark dunkel färben —, kamen wir zu häufig wider- 
sprechenden Resultaten. Erst als wir die Korkstopfen als 
Fehlerquelle erkannten und nur Glasschliffe für unsere Säure- 
hydrolyse benutzten, erzielten wir stets gut übereinstimmende 
Werte. 

Erhitzt man nämlich neutrale oder saure Lösungen am 
Rückflußkühler bei Benutzung von Korkstopfen, so erhält man 
Substanzen in die Flüssigkeit, die eine erhebliche Reduktion 


1) Der Kochkolben kann auch 2 Stunden in ein kochendes Wasser- 
bad gestellt werden. 
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zeigen. Wir haben 8g Kork mit 150 ccm Wasser 2 Stunden 
lang gekocht und 0,055 g Zucker erhalten; erhitzten wir die- 
selbe Menge Kork mit 150 com 2,2%/,iger Salzsäure, so er- 
hielten wir sogar 0,216 g Zucker. 

Ferner ist der Reduktionswert von Seignettesalz und Kupfer- 
sulfatlösung immer in einem blinden Versuche festzustellen; als 
Ersatz für die Zuckerlösung nehme man 25 com destilliertes 
Wasser. Die Leerwerte reiner Kupfersulfat- und Seignettesalz- 
lösungen betragen für 40 cem Mischung bis zu 0,7 ccm 
»/,yKaliumpermanganatlósung. 

Sind größere Kupferoxydulmengen zu lösen, so bedient man 
sich statt der kalten besser leicht angewärmter Schwefelsäureferri- 
sulfatlösung. — Asbestfilter aus ganz feinem aufgeschwemmten 
Asbest, die in dünnen Lagen portionenweise in den Goochtiegel 
eingesaugt werden, haben sich für die Filtration von Kupfer- 
oxydul besonders gut bewährt. — Für die Titration verwendeten 
wir R/,„Kaliumpermanganatlösung; gegenüber der Bertrand- 
schen Lösung verdient sie den Vorzug wegen ihrer größeren Ver- 
dünnung. Für die Auswertung kleiner Zuckermengen bedienten 
wir uns der Tabelle von Möckel und Frank). 

Wir lassen nunmehr in folgender Tabelle die Resultate 
unserer Untersuchungen folgen. 

Aus der Tabelle I ist zu ersehen, daß die enteiweißten 
und mit Salzsäure gekochten Blutlösungen von Normalen und 
Diabetikern keinerlei Änderungen der Reduktionswerte gegen- 
über dem unmittelbar bestimmten zeigen; die kleinen Schwan- 
kungen bei Fall 3 und Fall 10 von 0,003 resp. von 0,0040/, 
sind als Versuchsfehler anzusehen. Auch nach einer Trauben- 
zuckerzufuhr von 100 g bei den zwei Diabetikern B. und N. 
sind die Werte gleich groß geblieben. 

Wichtig ist weiterhin, daß die Reduktionskraft der Lö- 
sungen durch die Säurekochung in keiner Weise gelitten hat; 
die reduzierenden Körper sind demnach chemisch nicht um- 
gewandelt worden. 

Die sogenannten jodophilen Substanzen, die im Blute von 
Diabetikern vorhanden sind, beeinflussen nach obigen Ergeb- 
nissen die Resultate keineswegs; wahrscheinlich gehen diese 


1) Móckel und Frank, Zeitschr. f. physiolog. Chem. 65, 1910, 


14 S. Gutmann und O. Adler: 


Tabelle I. 











Blutzucker 1 Std.nach 






Blutzucker nüchtern 
























100 g Traubenzucker 
Fall direkt rg direkt | eg 
Jo % 
1. Gesunder Mann St. . . 0,07 0,071 -- — 
2, n » H... 0,082 0,08 — — 
3. n a N.. 0,075 0,072 — _ 
4. Diabetiker B. .. 0,117 0,116 — — 
5. n H 0,16 0,16 — — 
6. n L. 0,292 0,292 — — 
T: » M 0,157 0,157 = — 
8. n R 0,208 0,208 — -- 
9. n Eti 0,25 0,248 — — 
10. n G. 0,269 0,273 — — 
11. n H. 0,216 0,214 — — 
12. n R a 0,139 0,143 _ — 
13. n A ó 0,156 0,156 — — 
14. ” D s 0,423 0,423 — — 
15. » AE 0,216 0,214 — — 
16. Bromdiabetes N. . . . 0,29 0,29 — — 
17. Diabetes B. ..... 0,139 0,139 0,257 0,253 
18 E A 0,16 0,162 0,28 0,285 


Körper überhaupt nicht in das Filtrat über und sind bei einer 
Bestimmung auf chemischem Wege vorläufig nur in dem Ge- 
samtblute festzustellen. 

Um den Einfluß von zugesetzten komplexen Kohlen- 
hydraten auf die Spaltungswerte zu ermitteln, haben wir zu 
dem Blute normaler Menschen Zusätze von Glykogen und roher 
Kartoffelstärkelösung gemacht. Aus der folgenden Tabelle II ist 
die Ausführung und das Ergebnis der Versuche ersichtlich; trotz 
einer Zugabe von den der Hydrolysierung zugänglichen Stoffen 
ist eine Konstanz der Blutzuckerwerte vor und nach dem 
Kochen mit 2,2°/, Salzsäure erkennbar. Dieser auf den ersten 
Blick befremdlich erscheinende Befund, daß trotz des Zusatzes 
von Glykogen und von Stärkelösung die Behandlung des Fil- 
trates mit Salzsäure ohne Einfluß auf den vor der Spaltung 
erzielten Zuckerwert bleibt, findet seine Erklärung dadurch, 
daß bei dem Fällungsverfahren nach Schenk Glykogen und 
rohe Kartoffelstärkelösung offenbar in dem Niederschlage zurück- 
gehalten werden. Denn wenn man bei einem wie in Tabelle II 
beschriebenen Versuch statt jener grob kolloidalen Polysacharid- 
lösungen eine fein kolloidale Lösung, die nicht mehr so große 
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Kolloide enthält, verwendet, wie z.B. die aus Kahlbaums 
löslicher Stärke, so erhält man nach der Spaltung höhere 
Reduktionswerte als vor derselben. 

















Tabelle II. i 
À \ Kaer Blutzucker 
Fall Zusammensetzung der direkt sale aa re 
s$ u 
Fällung gekocht 
| oo 2, 
Gesunder Mann L. |25 cem Blut 
25 n» 0,2°/,igeGlykogenlösg. 
50 »n 2°/,ige Salzsäure 0,076 0,072 
50 » 5°/,ige Sublimatlósun 
24 Std. lang im Eisschrank 
Gesunder Mann C. |25 cem Blut 
25 n 0,2°/,igeGlykogenlösg. 
50 » 2°/,ige Salzsäure 0,071 0,073 
50 » 5°/,ige Sublimatlósg. 
24 Std. lang im Eisschrank 
Gesunder Mann G. | 25 com Blut 
25 n» 0,2°/,ige Kartoffelstär- 
kelösung 
50 »n 2°/,ige Salzsäure 0,083 0,08 
50 » 5°/,ige Sublimatlösung 


| 24 Std. lang im Eisschrank | 


Ebensowenig wie wir beim Menschenblute im Zucker- 
wert vor und nach der Spaltung mit Salzsäure eine Differenz 
ermitteln konnten, gelang es uns auch nicht für Kaninchen- 
blut, entgegen den Angaben von Frank und Bretschnei- 
der!), durch nachträgliche Behandlung der enteiweißten roten 
Blutkörperchen von Kaninchen mit Säure die Zuckerwerte 
zu steigern. Die genannten Autoren geben nämlich an, daß 
in den enteiweißten roten Blutkörperchen von Kaninchen 
Stoffe wahrscheinlich von der Natur komplexer Kohlenhydrate 
vorhanden sind. 

Wir haben die Versuche von Frank und Bretschneider 
wiederholt, haben jedoch nicht das von den beiden Autoren 
benutzte Verfahren von Rona und Michaelis!) zur Ent- 
fernung des Eiweißes angewendet, sondern die Schenksche 
Fällung. 


1) Vorschrift Rona und Michaelis, diese Zeitschr. 7, 4, 1907. 
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Über die Resultate dieser Versuche und über die Versuchs- 
anordnung gibt die Tabelle III Aufschluß. Frank und Bret- 
schneider!) sind bei der Darstellung der roten Blutkörper- 
chen so vorgegangen, daß sie die Erythrocyten mehrmals nach 
der Entfernung des Serums mit physiologischer Kochsalzlösung 
gewaschen haben. Wir haben, um jede Ausschwemmung von 
Bestandteilen aus den roten Blutkörperchen zu vermeiden, auf 
eine besondere Behandlung der roten Blutkörperchen mit Koch- 
salzlösung verzichtet und sie unmittelbar nach der Trennung 
des Serums für die Fällung verwendet. 


Tabelle II. 












Traubenzucker der roten 
Blutkörperchen 


Absolutes 
Volumen der 












roten Blut- nach 2stündigem Fällung 
5 ochen mit 
kórperchen 2.20), HCI 


ccm 7 


0 





15 cem Blutkörperchen 
15 » Wasser 

30 » 2°/,ige Salzsäure 

30 » Š?/ige Sublimatlösung 


24 Std. lang im Eisschrank 


12 ccm Blutkörperchen 

12 » Wasser 

24 n»n 20/pige Salzsäure 

24 » 5°/,ige Sublimatlósung 


24 Std. lang im Eisschrank 





15 0,041 0,038 


12 0,057 0,049 


10 ccm Blutkörperchen 

10 » Wasser 

20 n 2°/,ige Salzsäure 

20 » 5°/,ige Sublimatlösung 


24 Std. lang im Eisschrank 


10 0,039 0,037 


Auch die Tabelle III zeigt, daß die Säurehydrolyse nach 
der Entfernung des Eiweißes keine gesteigerte Reduktion an- 
gibt — ein komplexes Kohlenhydrat ist demnach nicht in das 
Filtrat übergegangen. Wir können uns die Differenzen in dem 
Ausfall der Versuche von Frank und Bretschneider und 
den unserigen vielleicht so erklären, daß die genannten Au- 
toren für die Enteiweißung das damals noch nicht so gut wie 


1) E. Frank und A. Bretschneider, Zeitschr. f. physiol. Chem. 
76, 1911 bis 1912. 
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heute ausgearbeitete Verfahren von Rona und Michaelis!) 
benutzt haben. 

Zusammenfassend können wir auf Grund unserer Versuche 
sagen, daß nach der von uns befolgten Versuchsanordnung im 
enteiweißten Filtrat des Serums von Normalen und bis jetzt 
untersuchten Diabetikern, ferner in enteiweißten roten Blut- 
körperchen von Kaninchen komplexe Kohlenhydrate nicht nach- 
gewiesen werden können. 

Lösungen von komplexen Kohlenhydraten wie Glykogen- 
oder rote Kartoffelstärkelösung in kleineren Mengen zu Ge- 
samtblut zugesetzt, sind nach der Schenkschen Fällung im 
Filtrate nicht mehr nachzuweisen, wohl aber Zusätze von 
Kahlbaums löslicher Stärke. 

Die gefundenen Resultate haben durch ihre Unveränder- 
lichkeit vor und nach der Säurekochung weiterhin gezeigt, daß 
die reduzierenden Stoffe im enteiweißten Filtrat der unter- 
suchten Fälle gegen 2,2°/, Salzsäure kochbeständig sind. 

Von Wichtigkeit wäre es, analoge Untersuchungen auf 
komplexe Kohlenhydrate mittels Säurehydrolyse an Blutfiltra- 
ten anzustellen, die nach dem Rona-Michaelisschen Ver- 
fahren gewonnen sind, um endgültig festzustellen, ob die von 
Schumm?) mit der Bangschen Reduktion und Rona-Micha- 
elisschen Enteiweißung gewonnenen hohen Blutzuckerwerte 
wirklich auf die Anwesenheit komplexer Kohlenhydrate zurück- 
zuführen sind, 

Die angegebene Methodik gestattet ohne vorausgehende 
Konzentration der enteiweißten Lösungen und deren evtl. Ver- 
änderung bei jedem Blutzucker leicht und schnell den dazu- 
gehörigen „Spaltungsblutzucker“ zu bestimmen und das Ver- 
halten der reduzierenden Körper auf Kochbeständigkeit zu 


prüfen. 


1) Diese Zeitschr. 7, Heft 4, 1907. 
2) Vgl. O. Schumm, Zeitschr. f. physiol. Chem. 96, 228, 1915. 
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Das Cholesterin in den tierischen Organen. 
IX. Mitteilung!) (Vorbericht). 


Von 
J. Lifschütz in Hamburg. 


(Eingegangen am 5. Mai 1917.) 


Bekanntlich krystallisiert das Cholesterin aus Alkohol in 
rhombischen Tafeln mit geraden, scharf geschnittenen Rändern 
und Winkeln und dem Schmelzpunkt 145 bis 146°. In den- 
selben strengen und starren Formen pflegt sich dieser Körper 
auszuscheiden aus spirituös-ätherischen Lösungen, wie man sie 
bei seiner Isolierung aus den tierischen Lipoidgebilden erhält, 
nach dem Verdunsten des Äthers. Gelegentlich solcher Isolie- 
rungen des Cholesterins, namentlich aus zahlreichen Blutproben 
von Menschen oder auch aus Rinderblutfetten, fiel es mir da- 
her vielfach auf, daß es sich da beim Verjagen des Äthers 
und Eintrocknen des Rückstandes auf dem Wasserbade in 
Krystallformen auszuscheiden pflegt, die von jenen Cholesterin- 
tafeln wesentlich abweichen. Und zwar sind es meist lange, 
sternförmig gelagerte Nadelformen oder auch feine Krystall- 
aggregate, deren Unterschiede von der Krystallform des eigent- 
lichen Cholesterins am deutlichsten unter mehr oder minder 
starker mikroskopischer Vergrößerung wahrnehmbar sind. Nach- 
dem ich diese abweichende Erscheinung wiederholt auch an 
Nebenprodukten bei der präparativen Bearbeitung mancher 
künstlicher Cholesterinderivate beobachtet habe, entschloß ich 
mich, dem Gegenstande mehr Aufmerksamkeit zu widmen, zu- 
mal es unschwer erschien, sich für eine solche Untersuchung 


1) Vorhergehende Mitteilungen: Zeitschr. f. physiol. Chem. 50, 436, 
1907; 53, 140; 55, 1; 58, 175 und diese Zeitschr. 52, 1913. 
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aus Ochsenhirn und Rinderblutfett genügende Mengen Materials 
zu verschaffen. Diese zwei an Cholesterinstoffen reichhaltigen 
Quellen haben sich tatsächlich hierfür auch insofern vorzüglich 
bewährt, als das Hirncholesterin bei der mikroskopischen 
Untersuchung mindestens zwei voneinander verschiedene Kry- 
stallformen ergab, von denen die eine von der des Cholesterins 
völlig verschieden ist; und das Blutcholesterin — typischer- 
weise — häufig anscheinend ausschließlich diese letztere vom 
Cholesterin abweichende Form aufwies. 

Auch die Löslichkeit dieser Neutralkörper in Äthyl- bzw. 
in Methylalkohol ist als wesentlich verschieden von der des 
eigentlichen Cholesterins befunden worden. 

Um den etwaigen Einfluß des amorphen Oxycholesterins 
und der sonstigen ähnlichen Beimengungen der genannten Cho- 
lesterinstoffe auf das Löslichkeitsvermögen und möglicherweise 
auch auf die Krystallform der stets in überwiegender Menge 
daselbst enthaltenen Krystallsubstanz auszuschalten und die 
fraglichen Substanzen voneinander zu trennen, wurden die roh 
isolierten Neutralstoffe in nachstehender Weise behandelt: 


Das Hirncholesterin 


war in bekannter Weise aus einem frischen, völlig entbluteten 
und enthäuteten Ochsenhirn hergestellt und aus Spiritus um- 
krystallisiert. Die weiße, aus silberglánzenden Blättchen be- 
stehende Cholesterinsubstanz betrug 12°/, vom Trockenhirn?) 
Das immerhin noch nicht ganz reine Krystallisat wurde aus 
2°/,iger Lösung in 95°/,igem Alkohol mit nur so viel Digi- 
toninlósung in 90°/,igem Alkohol heiß gefällt, daß etwa 
2/, bis */, des Cholesterins als solches noch in Lösung ver- 
bleiben mubte?). Der Niederschlag (Fraktion I) wurde nach 
etwa 5 Stunden abfiltriert, das Filtrat eingedampft und der 
Rückstand, der den größeren Teil der Substanz enthielt, aus 
Alkohol umkrystallisiert. (Fraktion II). 

Eine Probe der abfiltrierten Krystalle dieser Fraktion in 
90°/,igem Spiritus heiß gelöst, schied sich beim Stehen in der 


1) Die beim Umkrystallisieren in Lösung verbliebene erhebliche 
Menge Cholesterin ist in diesen 12°/, nicht mit inbegriffen. 
2) Ein Gewichtsteil Cholesterin erfordert zur vollständigen Fällung 
drei Gewichtsteile Digitonin. 
gr 
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Kälte in glänzenden Krystallen aus. Diese boten aber — 
zwischen Objekttráger und Deckgläschen bei etwa 700facher 
mikroskopischer Vergrößerung betrachtet — ein ganz anderes 
Bild als eine Gegenprobe mit eigentlichem Cholesterin. Und 
zwar sind es fast durchweg große elliptische Blätter, deren 
nach außen gebogene Ränder nach unten und oben in einen 
spitzen (mitunter auch stumpfen) Winkel auslaufen. Mitunter 
sind auch die Spitzen so abgerundet, daß die Krystalle voll- 
kommen elliptische Form erhalten. Häufig sind auch zwei 
solcher Ellipsen kreuzweise zusammengewachsen; oder auch 
eine größere Anzahl derselben zu einem etwa eichenblattför- 
migen Gebilde vereinigt. Eigentliche rhombische Cholesterin- 
tafeln waren in diesem mikroskopischen Bilde nur selten an- 
zutreffen. Nach abermaligem Umkrystallisieren der Substanz 
aus 90%/,igem Spiritus verschwanden auch die wenigen rhom- 
bischen Tafeln, und ich erhielt dann ein reines und einheitliches 
Bild der obigen elliptischen Krystallformen. 

Der Schmelzpunkt dieser Krystalle wurde nach deren 
6maligem Umkrystallisieren, abwechselnd aus Äthyl- resp. 
Methylalkohol, wiederholt bei 139 bis 141° gefunden, also gegen 
5° tiefer als beim eigentlichen Cholesterin). 

Die mit Digitonin niedergeschlagene erste Fraktion des 
obigen Hirncholesterins ergab eigentliches (rhombisches) 
Cholesterin. Die Spaltung des Digitonids geschah, teilweise 
nach dem von A. Windaus kurz angedeuteten Verfahren, durch 
Kochen des Körpers mit Acetanhydrid”). Das Reaktionsprodukt 
wurde in Wasser eingetragen und nach dem Erstarren der 
Substanz filtriert, gut ausgewaschen und an der Luft getrocknet. 


1) „Denselben Körper (d. h. das Isocholesterin des Wollfettes) 
glaubt Thudichum im Gehirn gefunden zu haben, und er hat ihn mit 
dem Namen Phrenosterin belegt“ (Ivar Bang, Chemie und Biologie 
der Lipoide 1911, S. 21). 

Es erscheint nicht ausgeschlossen, daß es sich dort um denselben 
hier ermittelten Körper handelt, der aber mit dem eigentlichen Isocho- 
lesterin des Wollfettes — außer etwa der elementaren Zusammensetzung — 
nicht das geringste gemein hat. 

2) S. „Ber.“ 42, 1909, 244: „Beim Kochen des Komplexes (Digitonin- 
cholesterid) mit Acetanhydrid gelingt es nämlich, das gebundene Cho- 
lesterin zu acetylieren und nunmehr glatt durch Äther als Cholesteryl- 
acetat herauszulösen.“ 
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Das Herauslósen des Cholesterylacetats mit Äther gelang mir 
aber nicht, und zwar aus dem einfachen Grunde, weil sich 
beide Komponenten des Komplexes: das Cholesterin wie das 
freigelegte Digitonin acetylierten und so ein Gemisch von 
Cholesterylacetat und Digitoninacetat lieferten, die beide in 
Äther löslich waren*). Die Trennung der beiden Acetate von- 
einander gelang jedoch durch fraktionierte Krystallisation aus 
verdünntem Alkohol in folgender Weise: Das Gemisch der Ace- 
tate wurde in etwa dem 10fachen Alkohol heiß gelöst und mit 
warmem Wasser so lange versetzt, bis eine schwache Opalisa- 
tion entstand, die mit etwas Alkohol beseitigt wurde. Nach 
längerem Stehen in der Kälte schied sich das Cholesteryl- 
Acetat in weißen Kryställchen ab, die — abfiltriert und wieder- 
holt umkrystallisiert — auch den Schmelzpunkt des Cholesteryl- 
acetats (113 bis 114°) zeigten. Die Verseifung dieses Acetats 
ergab — nach dem Ausziehen des Saponifikats mit Äther — im 
Ätherrückstand regelrechtes Cholesterin, das aus Alkohol 
der Hauptmenge nach in den bekannten rhombischen 
Tafeln krystallisierte. Kleinere Mengen der elliptischen Chole- 
sterinart ließen sich durch Umkrystallisieren leicht beseitigen. 

Die unzweifelhaft wahrzunehmenden Differenzen in den 
physikalischen Eigenschaften der obigen beiden Fraktionen des 
Gehirncholesterins dürften mit genügender Deutlichkeit dartun, 
daß man es hier mit zwei voneinander verschiedenen Sub- 
stanzen zu tun hat?). 

Noch auffallender erscheinen diese Differenzen in Schmelz- 
punkt, Krystallform und Löslichkeit beim 


Blutcholesterin. 


Das in bekannter Weise aus dem Rinderblutfett durch Ver- 
seifung, Ausätherung usw. erhaltene Unverseifbare ist eine hell. 


1) Auch nach Kiliani ist das Digitonin-Acetat löslich in Äther. 
„Ber.“ 34, 1891, 342 ff. 

Mein Digitonin ist von E. Merck, Darmstadt, unter Bezeichnung: 
„Digitonin. Kryst.“ bezogen und gibt, mit Acetanhydrid gekocht, ein in 
Äther vollständig lösliches Acetat. 

7) Die Mengenverhältnisse dieser Substanzen im Ochsenhirn betreffend, 
ist zu bemerken, daß die elliptisch-krystallinische Substanz die Menge 
des eigentlichen Cholesterins übertrifft. 
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bis braungelbe, krystallinische, fettige und krümlige bis teigige 
Masse, die bei Wasserbadtemperatur noch nicht schmilzt. Nach 
den bisherigen Erfahrungen muß dieses Unverseifbare des Blut- 
fettes zum größten Teil aus Cholesterin bestehen. Löst man es je- 
doch in 90°/,igem Alkohol, läßt die Lösung langsam erkalten und 
bringt einen Tropfen des entstandenen Krystallbreies zwischen 
Objektträger und Deckgläschen, so läßt sich selbst bei 700- 
facher mikroskopischer Vergrößerung fast kein einziger Krystall 
wahrnehmen, in dem die scharfe rhombische Form der Chole- 
sterintafeln zweifelsfrei erkennbar wäre. Vielmehr ist fast das 
ganze Gesichtsfeld durchsetzt von den oben geschilderten Blättern 
mit elliptisch gebogenen Rändern, teils als einzelnen, gut aus- 
gebildeten Krystallkörpern und teils mehrfach miteinander ver- 
wachsen zu — mitunter — recht bizarren Gebilden, deren Ele- 
mente jedoch deutlich die elliptische Grundform erkennen 
lassen, so daß man im ganzen ein durchaus einheitliches Bild 
erhält. 

Der Schmelzpunkt der Krystalle lag auch hier nach 
6maligem Umkrystallisieren, abwechselnd aus Methyl- bzw. 
Äthylalkohol, wiederholt bei 139 bis 141°. 

Die Acetylverbindung des nur einmal umkrystallisierten 
obigen Unverseifbaren wurde in bekannter Weise hergestellt- 
Aus verdünntem Alkohol krystallisiert das Acetat, je nach dem 
Wassergehalt des Alkohols, in Nadeln oder Blättchen, die bei 
104 bis 105° weich werden, bei 107° anfangen zu schmelzen und 
bei 109 bis 110° klar geschmolzen sind. Nach dem abermaligen 
Umkrystallisieren, wobei etwa */, der Substanz in Lösung ver- 
blieb, war der Schmelzpunkt unverändert geblieben. Auch eine 
dritte Umkrystallisation, wobei gleichfalls eine erhebliche Menge 
Substanz gelöst blieb, ergab den unveränderten Schmelzpunkt. 

Ein Gegenversuch mit reinem Cholesterylacetat ergab den 
Schmelzpunkt 113 bis 114°, also auch hier bei den Acetaten 
dieselbe Differenzrichtung in den Schmelzpunkten wie bei den 
freien Cholesterinarten. 

Nach der Verseifung des Acetats erhielt ich den freien 
Alkohol in Schmelzpunkt und Krystallform unverändert wieder. 

Die Tatsache, daß bei den zahlreichen Versuchen und viel- 
fachen Bemühungen es mir nicht gelungen ist, selbst im ge- 
samten Unverseifbaren des Blutfettes (ohne jede Fraktionie- 
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rung) namhafte Mengen von Cholesterinkrystallen mikroskopisch 
nachzuweisen, sowie die Ubereinstimmung des Schmelzpunktes 
dieses nicht fraktionierten Unverseifbaren mit dem der 
Fraktion II des Hirncholesterins, läßt wohl darauf schließen, 
daß im untersuchten Blutfett, wenn es überhaupt eigentliches 
Cholesterin enthielt, nur kleinere Mengen davon vorhanden sein 
konnten. 

Auch das Unverseifbare des Blutfettes einiger Proben 
menschlichen venösen Blutes sind der mikroskopischen Unter- 
suchung in obiger Weise unterzogen worden und ergaben 
wiederholt dasselbe Resultat wie das Unverseifbare des Rin- 
derblutfettes. 

Bei näherer Betrachtung obiger mikroskopischer Bilder 
des Blutcholesterins erschienen — wenn auch ziemlich selten — 
nadelförmige Krystalle, unter denen die vollkommener ausge- 
bildeten derbe und ziemlich lange (anscheinend viereckige) 
Prismen darstellen, die wahrscheinlich von einem anderen Cho- 
lesterinderivat herrühren, da am eigentlichen, aus Äthylalkohol 
krystallisierten Cholesterin auch diese Krystallform bislang 
nicht beobachtet wurde. 

Auch die Krystallform des aus alkoholischer Lösung ge- 
fällten Digitonids des obigen Blutcholesterins weicht von der 
des eigentlichen Digitonincholesterids wesentlich ab. Während 
letzteres aus dem genannten Lösungsmittel in länglichen recht- 
eckigen Blättchen fällt, besteht der gleiche Niederschlag des 
Blutcholesterins aus schiefwinkeligen Blättchen, die teils 
rhombische, mitunter aber auch trapezartige Formen zeigen. 
Bei sehr starker mikroskopischer Vergrößerung lassen sich da- 
selbst — wenn auch nur selten — auch rechteckige Blättchen 
wahrnehmen, die möglicherweise vom Digitonin-Cholesterid her- 
rühren könnten. Aber auch diese deuten auf nur kleine 
Mengen von eigentlichem Cholesterin im betreffenden Blut- 
fette hin?). 


1) Bei den häufigen Rinderblutextraktionen stieß ich auf Fettarten 
verschiedenartiger Konsistenz und Beschaffenheit, und zwar: von wei- 
chen, dickflüssigen und geschmeidigen mit 30 bis 35°/, Unverseifbarem, 
das sehr cholesterinreich ist (88°/,) bis zu festen, zähen und sehr 
klebrigen Fettarten mit 48 bis 50°/, Unverseifbarem, das seinerseits 
nur 58 bis 60°/, Cholesterinstoffe enthält. 
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Das Cholesterin der Leber, 

in bekannter Weise aus dem Leberfett im Gesamtunverseif- 
baren abgeschieden und aus mäßig verdünntem Alkohol aus- 
krystallisiert, bietet folgendes mikroskopisches Bild: 

1. scharf rhombische Cholesterintafeln, 

2.lange, lanzenförmige Nadeln, die an die Koprosterin- 
nadeln erinnern und 

3. selten hie und da auftretende elliptische Blättchen. 
Die eigentlichen (rhombischen) Cholesterintafeln sind im obigen 
Bilde in weit überwiegender, die nadelförmigen Krystalle in 
wesentlich geringerer Menge zu sehen. Die elliptischen Blätt- 
chen dagegen scheinen im Unverseifbaren des Leberfettes in 
nur geringer Menge, die vielleicht von Blutresten der nicht 
ganz quantitativ entbluteten Leber herrührt, vorhanden zu sein 


Es verdient hier vermerkt zu werden, daß das Unverseif- 
bare des Fettes einer künstlich durchbluteten (postmor- 
talen) Leber, aus Weingeist auskrystallisiert, im mikroskopischen 
Bilde keinen einzigen rhombischen Cholesterinkrystall 
wahrnehmen ließ. Das Gesamtbild bestand vielmehr aus lauter 
schön ausgeprägten elliptischen Blättern: Beim häufig wieder- 
holten Durchströmen einer und derselben Blutmenge durch 
die Leber scheint das Blut das gesamte Lebercholesterin in 
die neue Cholesterinform verwandelt zu haben. 

Fast die gleichen mikroskopischen Bilder wie das Leber- 
cholesterin zeigen die Cholesterinstoffe der Pankreasdrüsen 
vom Rind und vom gemästeten Schwein; jedoch fehlten beim 
letzteren die nadelförmigen Krystalle gänzlich?). 

Die Niere lieferte ein Cholesterin in langen glänzenden 
spitzen Blättchen. Aus verdünntem Alkohol krystallisiert, gab 
es — im Gegensatz zu den obigen Drüsenorganen — ein mi- 
kroskopisches Bild, das (wie das Blutcholesterin) fast nur die 
elliptische Krystallform zeigte. 


Obige Beobachtungen beziehen sich auf die letzteren Alkohole; die 
ersteren Arten sind noch in Untersuchung. 

% Ähnliche gemischte Bilder lieferten die Cholesterinstoffe der aus 
dem Darminhalt und namentlich aus der gut gereinigten Darmwand 
(vom Hund) isolierten Fette. Die Nadeln fehlten auch hier. 
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Gallenstein-Cholesterin, 


aus einem menschlichen Gallenstein hergestellt, zeigt — aus 
Weingeist auskrystallisiert — ein regelrechtes mikroskopisches 
Cholesterinbild, das durchweg aus den bekannten, scharf ge- 
schnittenen rhombischen Tafeln besteht. 

Auch das Cholesterin des Eieröls ist fast durchweg 
rhombisches, also eigentliches Cholesterin, jedoch sind — wenn 
auch nur selten — im mikroskopischen Bild auch die ellipti- 
schen Blättchen wahrnehmbar. Das Fett der 


Vernix caseosa 


lieferte ein Unverseifbares von hellgelblicher Farbe und einer 
zwischen Talg und Wachs liegenden Konsistenz. Aus ver- 
dünntem Alkohol auskrystallisiert, zeigte es ein gemischtes 
mikroskopisches Bild, das überwiegend aus rhombischen Cho- 
lesterintafeln neben nicht sehr zahlreichen elliptischen Blättchen 
besteht?). 

Ascites chylosus. 

Die durch Punktion von einem daran leidenden Menschen 
erhaltene milchige Flüssigkeit enthielt 1,44°/, Trockensubstanz. 
Diese ergab 32,33°/, Eiweiß, 12,80°/, Fett und 54,87°/, Salze. 
Das Fett enthielt 17,00°/, Unverseifbares mit 75,25°/, Cho- 
lesterin (vom Unverseifbaren). 

Bemerkenswert ist, daß dieses Cholesterin, als Alkohol 
auskrystallisiert , bei der mikroskopischen Untersuchung ein 
einheitliches Bild ergab, das ausschließlich aus großen 
elliptischen Blättern bestand. 


Das Hervorstechende an den obigen Befunden ist: 
1. daß das Cholesterin des Blutes fast ausschließlich aus 
dem mutmaßlich neuen Derivat desselben zu bestehen scheint 


1) Sehr wahrscheinlich ist der Ruppelsche Befund des Isocholeste- 
rins des Wollfettes im Fette der Vernix caseosa auf den Gehalt des letz- 
teren an dem in Rede stehenden, elliptisch-krystallinischen Cholesterin- 
körper zurückzuführen. Das Isocholesterin ist tatsächlich bisher nur im 
Wollfett allein beobachtet worden. Weder im Gehirn noch im Fette der 
Vernix, nooh sonstwo in den tierischen Fetten konnte es, trotz seiner 
leiohten Auffindbarkeit, nachgewiesen werden. H.-S., 21, 122, 1895/96. 
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2. daß das Gehirncholesterin diesen neuen Körper 
in überwiegender Menge und nur zum kleineren Teil eigent- 
liches (rhombisches) Cholesterin enthält und 

3. daß die Cholesterinstoffe der für die Fettresorption 
wichtigsten Drüsenorgane (Leber und Pankreas) zum aller- 
größten Teil aus eigentlichem rhombischen Cholesterin 
bestehen und das elliptische Derivat desselben in nur geringen 
Beimengungen enthalten, während das Nierencholesterin ein 
Bild liefert, das ausschließlich aus dem elliptischen Cholesterin- 
körper besteht. 

Hervorgehoben sei, daß die beiden in Rede stehenden 
Krystallformen nebeneinander, auch da, wo der eine oder der 
andere entsprechende Körper in nur kleiner Menge vorhanden 
ist, im mikroskopischen Bilde sich klar und zweifelsfrei zu er- 
kennen geben und unterscheidbar sind?). 


Soweit die am Cholesterin der tierischen Organe bisher be- 
obachteten Tatsachen, von denen jede einzelne durch wieder- 
holt übereinstimmende Versuchsresultate außer Zweifel gesetzt 
werden konnte. 

Wie eingangs dieses Vorberichts angedeutet, habe ich die 
oben in ihren Hauptzügen geschilderte, vom eigentlichen rhom- 
bischen Cholesterin abweichende Substanz wiederholt gelegent- 
lich der präparativen Bearbeitung auch künstlicher Cholesterin- 
derivate als Nebenprodukt in kleinen, aber faßbareri Mengen 
hie und da äuftreten sehen und sie in ihren Haupteigenschaften 
mit dem entsprechenden natürlichen Körper identifizieren können. 
Diesen Spuren folgend, gewann ich die Überzeugung, daß hier 
unzweifelhaft die Möglichkeit vorliegt, auch auf künst- 
lichem Wege zur entsprechenden Umwandlung des Chole- 
sterins zu gelangen, um so auch ihre chemische Natur aufzu- 


1) Eine analoge Umwandlung wie hier das Cholesterin scheint — 
nebenbei bemerkt — auch das Isocholesterin auf der Wollfaser des 
Schafes zu erleiden. Wenigstens gelingt es, einen Begleiter dieses Körpers 
aus den Wollfettalkoholen auszuscheiden, der in Schmelzpunkt, Krystall- 
form, Löslichkeit und in seinem Acetat vom Isocholesterin wesentlich 
abweicht, obschon er alle Reaktionen des letzteren zeigt. Dieser Gegen 
stand soll in einer der folgenden Mitteilungen erörtert werden. 
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klären. Die Resultate dieser im Gange befindlichen Arbeiten 
sollen in einem demnächst folgenden ausführlichen Bericht über 
diesen Gegenstand niedergelegt werden. 

Auch die Frage, ob die Umwandlung des Cholesterins in 
den lebenden Organen selbst oder während seiner ziemlich 
langwierigen Isolierung aus den postmortalen Organen sich 
vollzieht, wie es etwa bei der obigen künstlich durchbluteten 
Leber der Fall ist, muß der weiteren Untersuchung vorbehalten 
bleiben. 


Hamburg, im März 1917. 


Der Einfluß des Formaldehyds auf die Eiweißverdauung. 
Von 


Fritz Johannessohn. 
(Aus dem pharmakologischen Institut der Universität Berlin.) 


(Eingegangen am 10. Mai 1917.) 


Der Einfluß, den das Formaldehyd auf die Eiweißver- 
dauung ausübt, ist oft Gegenstand von Untersuchungen ge- 
wesen; man richtete sein Augenmerk auf die Einwirkung des 
Formaldehyds auf die Verdauungsfermente, auf die zu ver- 
dauenden Eiweißkörper und schließlich auch darauf, ob bei 
Gegenwart von Formaldehyd der Verdauungsprozeß zeitlich 
anders als unter gewöhnlichen Verhältnissen verlaufe. Das 
letztere Moment ist aber sicherlich von untergeordneter Be- 
deutung; denn es kann sich dabei doch wohl auch nur um 
eine Beeinflussung des Fermentes oder des Eiweißes handeln, 
da man bei der Leichtigkeit, mit der das Formaldehyd che- 
mische Verbindungen eingeht, eher an eine chemische Bindung 
des Formaldehyds an Eiweiß oder an das betr. Ferment, als 
an eine katalytische Beeinflussung des Verdauungsprozesses 
selber denken muß. Bei den Untersuchungen gelangte man 
aber zu teilweise einander widersprechenden Ergebnissen. 

So geben Bliss und Novy*), sowie Pekelharing?) an, 
daß das Pepsin durch Formaldehyd in’ keiner merklichen Weise 
beeinträchtigt werde, während Loew?) und Sawamurat) eine 


1) Bliss und Novy, Action of formaldehyde on enzymes. Journ. 
of exp. med. 4, 47. 

2) Pekelharing, Mitteilungen über Pepsin, Zeitschr. f. physiol. 
Chem. 35, 29ff. 

3) Loew, Physiol. Notizen über Formaldehyd. 5. Sitzung der 
Münchener chem. Ges. 1. V. 1888, zit. nach Malys Jahresbericht 1888, 272. 

1) Sawamura, Über die Wirkung des Formaldehyds auf Pepsin, 
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vollstándige Aufhebung der Pepsinwirkung nach 24stiindiger 
Formaldehydeinwirkung feststellen konnten; allerdings benutzten 
die letzgenannten Autoren außerordentlich hohe Konzentra- 
tionen (7,5 bis 10%/,). Trypsin dagegen soll nach den bisher 
vorliegenden Untersuchungen von Bliss und Novy'), sowie 
Loew?) durch Formaldehydeinwirkung völlig zerstört oder 
wenigstens stark abgeschwächt werden, wobei es nach Bliss 
und Novy allerdings einen Unterschied ausmacht, ob man 
Handelspräparate oder frische Pankreasextrakte benutzt. 

Die Einwirkung des Formaldehyds auf die zu verdauen- 
den Eiweißkörper wird von Fleig*) so dargestellt, daß das 
Formaldehyd gewissermaßen als Antagonist der Verdauungs- 
säfte wirkt, und zwar so, daß es die durch Enzyme gespaltenen 
und „einfacher gemachten“ Eiweißkörper in ihren ursprüng- 
lichen komplizierten Zustand zurückführt. Auch Lepierre‘) 
kommt auf Grund eigener Versuche zu der Auffassung, daß 
die Verdauungsprodukte des Eiweißes, Albumosen und Pepton, 
durch Formaldehyd in Eiweiß selber zurückverwandelt werden. 
So würden also die Eiweißkörper völlig unverdaulich. Schwarz?) 
dagegen konnte in seinen Versuchen wohl eine völlige Auf- 
hebung der Trypsinverdauung des mit Formaldehyd behandelten 
Eiweißes feststellen, dagegen nur eine unwesentliche Hemmung 
der Pepsinverdauung. Doch sind die Schwarzschen Versuche 
nicht einwandfrei, da er noch bei der Verdauung selbst das 
Vorhandensein von überschüssigem Formaldehyd angibt, so daß 
die angebliche Unverdaulichkeit des Eiweißes von einer Schä- 
digung des Trypsins herrühren könnte. 

Bliss und Novy*) konnten hingegen nur eine Verlang- 





Bull. College of Agriculture, Tokio, 5, 265 bis 266, 1902, zit. nach Malys 
Jahresbericht 1902. 

1) Bliss und Novy, Action of formaldehyde on enzymes. Journ. 
of exp. med. 4, 47. 

*) Loew, Physiol. Notizen über Formaldehyd. 5. Sitzung der 
Münchener chem. Ges. 1. V. 1888, zit. nach Malys Jahresbericht 1888, 272. 

3) Fleig, Physiol. Studien über einige Methanderivate. Arch. inter- 
nat. de pharmacodyn. et de ther. 17, 146. 

*) Lepierre, Action de la formaldehyde sur les matières albumi- 
noides. Comptes rend. des séances de l’Acad. d. Sc. 128, 739, 1899. 

5) Schwarz, Über Verbindungen der Eiweißkörper mit Aldehyden. 
Zeitschr. f. physiol. Chem. 31, 460. 

% Bliss und Novy, Action of formaldehyde on enzymes. Journ. 
of exp. med. 4, 47. 
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samung der Trypsinverdauung des formalinisierten EiweiBes 
feststellen; und auch dieser Unterschied in der Schnelligkeit 
der Verdauung war bei Anwendung frischer Pankreasextrakte 
außerordentlich gering. 

Der Angabe, daß die Verdauung der mit Formaldehyd 
behandelten Eiweißkörper durch Pepsin nur gehemmt, durch 
Trypsin aber aufgehoben sei, würden in gewissem Sinne auch 
die Erfahrungen mit formalinisierter Gelatine widersprechen, 
da dieser Körper nach den Untersuchungen von Sahli!) und 
Rumpel?) vom Pepsin gar nicht, vom Trypsin dagegen leicht 
angegriffen wird. Aber auch diesen Resultaten wird von de 
Jager?) widersprochen. 

Bei diesen Widersprüchen über den Einfluß des Formal- 
dehyds auf die Pepsin- und Trypsinverdauung erschien es in- 
teressant und, da sich immer wieder Bestrebungen geltend 
machen, die sonst verbotene Behandlung mit Formaldehyd zur 
Frischerhaltung wenigstens für Fischwaren anzuwenden, auch 
praktisch wichtig, noch einmal den Einfluß des Formaldehyds 
auf die Eiweißverdauung zu untersuchen. Es wurde hierbei 
1. die Einwirkung auf die Fermente selbst, 2. die Einwirkung 
auf Eiweiß in Betracht gezogen, während die Einwirkung auf 
den Prozeß selbst, wobei also das Formaldehyd als positiver 
oder negativer Katalysator wirken könnte, aus den oben geschil- 
derten Gründen als unwahrscheinlich nicht verfolgt wurde. 

Zur Untersuchung verwandt wurde eine von Schering 
bezogene Formalinlösung, deren Gehalt an Formaldehyd ich 
nach der Methode von Legler*), durch Ammoniakzusatz Hexa- 
methylentetramin bilden zu lassen und aus dem verbrauchten 
Ammoniak das Formaldehyd zu berechnen, auf 34,1°/, fest- 
stellte. Die Lösung reagierte sauer; es wurden zur Neutrali- 
sation von 10 ccm der Lösung 0,5 ccm n-KOH verbraucht. 
Berechnet man diese Säuremenge als wahrscheinlich vorhan- 
dene Ameisensáure, so ergibt sich ein Gehalt von 0,23°/, für 
die Formalinlösung. Dieser Ameisensäuregehalt der Formalin- 


1) Sahli, Glutoidkapseln, Deutsche med. Wochenschr. 1897, 7. 

2) Rumpel, Über die Herstellung von gehärteten Gelatinekapseln. 
Therap. Monatsh. 1906, 369. 

3) de Jager, zit. nach Arends-Rathje, Neue Arzneimittel 1913. 

4) Legler in Lehrbuch der pharmaz. Chem. von E. Schmidt 2. 
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lösungen, der verschieden hoch sein kannt), ist von nicht zu 
unterschätzender Bedeutung bei dem Ausfall der Versuche, 
denn nach den Untersuchungen Fleigs?) wirken sowohl Ameisen- 
säure wie auch ameisensaure Salze angeblich schädigend auf 
Fermente. Bei unserer Formalinlösung ist der Ameisensäure- 
gehalt allerdings so gering, daß man ihn wohl ohne sonderliche 
Bedenken vernachlässigen kann. 

Als Fermente wurde das Pepsin Finzelberg und das 
Trypsin Merck, sowie das Trypsinogenum activatum der Ge- 
sellschaft Pharmakon benutzt. Von der Güte und Zuverlässig- 
keit dieser drei Präparate hatte ich mich schon gelegentlich 
anderer Versuche überzeugt, worüber ich früher berichtet habe?). 


I. Einwirkung auf Fermente. 


Die Methode bestand darin, daß in Versuchsreihen jeweils 
gleiche Mengen von Ferment mit stets dem gleichen Volumen 
einer Formaldehydlösung, deren Prozentgehalt an Formaldehyd 
jedoch verschieden war, gleich lange Zeit stehen gelassen wurden, 
Nach Entfernung des Formaldehyds wurde dann das Ferment 
zu Verdauungszwecken benutzt. Gewöhnlich wurde die Ent- 
fernung des Formaldehyds in der Weise vorgenommen, daß 
das Ferment durch Alkohol oder Ammoniumsulfat gefällt, der 
Niederschlag auf ein Filter gebracht und mit absolutem Alkohol 
oder gesättigter Ammoniumsulfatlösung so lange gewaschen wurde, 
bis die Waschflüssigkeit keine Formaldehydreaktion mehr gab. 
` Als Reagens für Formaldehyd wurde eine 1°/,ige Lösung von 
Morphin. tartaric. in konzentrierter Schwefelsäure benutzt; man 
erhält mit dieser Lösung noch eine Reaktion bei Formaldehyd- 
verdünnungen von 1:100000. Demnach kann man wohl bei 
negativem Ausfall der Probe die Waschflüssigkeit und damit 
auch den Fermentniederschlag als frei von (ungebundenem) 
Formaldehyd betrachten. Dieser Fermentniederschlag wurde 


1) Bei einer anderen Formalinlösung betrug der Säuregehalt, be- 
zogen auf Ameisensäure, nur 0,09°/,; doch benutzte ich sie wegen ihres 
geringeren Formaldehydgehaltes (27°/,) nicht. 

2) Fleig, Physiol. Studien über einige Methanderivate. Arch. inter- 
nat. de pharmacodyn. et de thér. 17, 146. 

2) Johannessohn, Über das Verhalten der Strophanthine im Ver- 
deuungstraktus I. Arch. f. experim. Pathol. u. Pharmakol. 78, 86. 
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dann einen Tag über Calciumchlorid getrocknet und sodann 
auf seine verdauende Wirkung geprüft. 


A. Pepsin. 

Zur Prüfung der Pepsinverdauung werden je 0,03 g des 
durch Alkoholfällung erhaltenen Pepsinniederschlages in 5 cem 
Salzsäure, die einen Gehalt von 0,2°/, HCl hat, gelöst. Dazu 
wird je ein Stäbchen hartgekochten Hühnereiweißes gegeben, 
wobei auf möglichst gleiche Form und Größe der Stäbchen 
besonderer Wert gelegt wurde. Bei einiger Übung gelingt es, 
Stückchen zu schneiden, die, wie wiederholte Wägungen zeigten, 
um nicht mehr als 4°/, im Gewichte voneinander verschieden 
sind. Zu Kontrollzwecken diente 1. eine Lösung von Pepsin 
m Wasser, die genau wie die Formaldehyd-Pepsinlósungen be- 
handelt wurde, 2. eine erst bei der Verdauungsprüfung frisch 
hergestellte Pepsinlósung von 0,03 g Pepsin in 5 cem 0,2°/,iger 
Salzsäure. Alsdann wurden die Lösungen so lange in ein Wasser- 
bad von 40° gebracht, bis die Eiweißstückchen in den Kon- 
trollen völlig verdaut waren, was gewöhnlich 4 Stunden er- 
forderte. 

1. Je 1,0 g Pepsin wird mit je 15 com Formaldehydlösung 
mit einem Prozentgehalt an Formaldehyd von */s0 "os "Is "Is 
8/,, 1, 12/5, 2, 3, 4°/, 4 Stunden bei gewöhnlicher Zimmer- 
temperatur (16°) stehen gelassen; dann das Pepsin durch Alko- 
holfällung in der oben beschriebenen Weise vom Formaldehyd 
befreit und am nächsten Tage auf die verdauende Wirkung 
geprüft. Dabei ergab sich, daß die beiden Kontrollösungen 
ebenso wie die Versuchslösungen innerhalb 4 Stunden die Ei- 
weißstückchen von 5,0 mg völlig verdaut hatten. 

2. In gleicher Weise wie in 1 zusammengesetzte Lösungen 
werden nun 22 Stunden bei 16° stehen gelassen. Auch hier 
verdaut das mit Formaldehyd behandelte Pepsin genau wie 
das frische die Eiweißstückchen von 5,0 mg innerhalb 4 Stunden 
völlig. 

3. Je 1,0 g Pepsin wird mit je 15 ccm Formaldehydlósung 
mit einem Prozentgehalt an Formaldehyd von 4, 5, 6, 8 und 
10°/, 20 Stunden bei 16° stehen gelassen. Das mit 4°/, be- 
handelte Pepsin hat in 2*/, Stunden, das mit 5 und 6°/, be- 
handelte in 3, das mit 8 und 10°/, behandelte in 3*/, Stunden 
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die im Gewicht gleichen (5,0 mg) Eiweißstückchen verdaut, 
während die Pepsinkontrollen erst in 4 Stunden ihr Eiweiß- 
stückchen völlig verdaut haben. 

4. Zur Kontrolle eine Wiederholung des Versuches 3. Auch 
hier hat das mit 4°/, behandelte Pepsin in 2*/, Stunden sein 
Eiweißstückchen (5,0 mg) völlig verdaut, während das mit 5 
und 6°/, behandelte in 3*/,, das mit 8 und 10°/, behandelte 
‚in 33/,, die Pepsinkontrollen erst in 4 Stunden alles verdaut 
haben. 

Das Pepsin wird demnach selbst durch 10°/,ige Formal- 
dehydlösungen, im Gegensatz zu den Beobachtungen Loews und 
Sawamuras, nicht in seiner Wirksamkeit geschädigt. 


B. Trypsinogen. act. 


Vorversuche ergaben, daß eine Alkoholfällung des Tryp- 
sinogens nur einen so feinflockigen Niederschlag erzielte, daß 
er sich nicht gut waschen und weiter verarbeiten ließ. Infolge- 
dessen wurde zur Trypsinogenfällung gesättigte Ammonsulfat- 
lösung benutzt. Der entstehende Niederschlag ließ sich gut 
auf ein Filter bringen und wurde mit gesättigter Ammonsulfat- 
lösung so lange gewaschen, bis die Waschflüssigkeit keine For- 
maldehydreaktion mehr gab. Der Fermentniederschlag wurde 
dann über Calciumchlorid getrocknet und am nächsten Tage in 
je 20 ccm destillierten Wassers aufgelöst. Je 2 ccm dieser 
Lösung werden 1. mit je 5 ccm Stárkelósung?), 2. mit je 5 ccm 
Caseinlösung?) versetzt; nachdem diese Flüssigkeitsgemische eine 
Stunde bei 40° im Wasserbade gestanden hatten, wurde in die 
mit Stärke angesetzten Proben 3 Tropfen einer 1°/,igen Lugol- 
schen Jodlösung und in die mit Casein angesetzten Proben 
einige Tropfen Essigsäure getan. Trat auf Jodzusatz keine 
Blaufärbung mehr auf, so war eben die Stärke gänzlich ver- 
daut; trat auf Essigsäurezusatz keine Trübung mehr auf, so 
war das Casein völlig verdaut. Zur Kontrolle diente außer 
einer für die Verdauungsprüfung erst frisch bereiteten Trypsi- 
nogenlósung von 0,2 g Trypsinogen. act. in 20 ccm Wasser eine 


1) Die Stärkelösung enthielt 1°/, Amyl. solub. und 1°/, Natrium- 
bicarbonat. 
2) Die Caseinlösung enthielt 1%/, Casein „Grübler“ und 1°/% Na- 
triumbicarbonat. 
Biochemische Zeitschrift Band 83. 3 
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ebensolche Trypsinogenlösung, deren Trypsinogen jedoch mit 
gesättigter Ammonsulfatlösung gefällt und ebenso behandelt 
wurde wie das Trypsinogen in den mit Formaldehyd ange- 
setzten Lösungen. Hierbei zeigte sich, daß, wie es auch aus 
den folgenden Versuchen hervorgeht, die verdauende Kraft des 
Fermentes durch die Ammonsulfatfällung nicht beeinträchtigt 
wird, so daß die gleichen Beobachtungen von Mays!) bestätigt 
werden konnten. 

1. Je 0,2 g Trypsinogen. act. wird in je 5 cem Formal- 
dehydlösung mit einem Gehalt von ?/,, "io t/o */, und 1°/, 
Formaldehyd gelöst und 5 Stunden bei 16° stehen gelassen, 
dann in der oben beschriebenen Weise vom Formaldehyd be- 
freit und auf die verdauende Wirkung geprüft. Dabei zeigte 
sich, daß beide Kontrollösungen, sowie das mit '/,,°/, beban- 
delte Trypsinogen Stärke und Casein völlig verdaut hatten, 
während das mit */,,%/, behandelte Trypsinogen die Stärke nur 
bis zum Erythrodextrin verwandelt und das Casein nicht so weit 
verdaut hatte, daß nicht noch eine Trübung bei Essigsäure- 
zusatz auftrat. Das mit höheren Konzentrationen behandelte 
Trypsinogen ließ Stärke und Casein unverdaut. 

2. In gleicher Weise wie in 1 angesetzte Versuchslösungen 
werden 23 Stunden bei 16° stehen gelassen, dann in gleicher 
Weise vom Formaldehyd befreit und auf die verdauende Kraft 
geprüft. Dabei zeigte sich, daß beide Kontrollösungen in einer 
Stunde Casein und Stärke völlig verdaut hatten, während sämt- 
liche Versuchslösungen in der gleichen Zeit Stärke und Casein 
soweit unverändert gelassen hatten, daß in allen entweder 
deutliche Blaufärbung (durch unverdaute Stärke) oder deutliche 
Trübung (durch unverdautes Casein) auftraten. 

Trypsinogen. act. wird also demnach durch /,, ?/,ige 
Formaldehydlösung bei 23stündiger Einwirkung sowohl als dia- 
statisches wie als tryptisches Ferment völlig unwirksam; bei 
östündiger Einwirkung tritt die Zerstörung erst bei dem mit 
1/9 °/o behandelten Ferment in die Erscheinung. 

C. Trypsin Merck. 

Die Entfernung des Formaldehyds aus den Trypsin-Formal- 

dehydlösungen wird durch Fällung des Trypsins mittels abso- 


1) Mays, Beiträge zur Kenntnis der Trypsinwirkung, Zeitschr. f. 
physiol. Chem. 38, 428. 
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luten Alkohols und nachheriges Waschen des Niederschlages 
mit Alkohol bis zum Aufhóren der Formaldehydreaktion be- 
werkstelligt. Der Niederschlag wird dann einen Tag über Cal- 
ciumchlorid getrocknet; alsdann werden je 0,03 g des so be- 
handelten Fermentes in 5 ccm einer 1°/,‚igen Natriumbicar- 
bonatlösung gelöst und je ein Stückchen hart gekochtes 
Hühnereiweiß zugesetzt; außerdem werden je 0,02 g des be- 
handelten Fermentes in 5 ccm einer Caseinlösung gelöst, wie 
sie auch zur Prüfung des Trypsinogens verwandt worden war 
(1°/, Casein, 1°/,, Natriumbicarbonat).. Die so angesetzten 
Flüssigkeiten wurden dann in ein Wasserbad von 40° gebracht, 
ebenso wie die Kontrollósungen. Zur Kontrolle diente 1. eine 
Lösung von Trypsin in Wasser, die genau wie die Trypsin- 
Formaldehydlösungen behandelt wurde, 2. je eine erst bei den 
Verdauungsprüfungen aus unbehandeltem Trypsin hergestellte 
Lösung von entsprechendem Trypsingehalt für die Hühner- 
eiweiß- und die Caseinverdauung. 

1. Je 0,4 g Trypsin Merck wird in je 10 ccm Formaldehyd- 
lösung mit einem Gehalt von '/,o */20 "lan "/so» +s */100"o 
Formaldehyd gelöst und 18 Stunden bei 16° stehen gelassen. 
Dann in der oben beschriebenen Weise vom Formaldehyd be- 
freit und auf die verdauende Wirkung geprüft. Bei der Ver- 
dauung des Hühnereiweißes hatten die Kontrollen sowie sämt- 
liche Versuchslösungen ihr Stückchen von 4,0 mg in 2*/, Stunden 
völlig verdaut. Bei der Caseinverdauung zeigte sich, daß nach 
1 Stunde die Kontrollen und ebenso die Versuchslösungen von 
1/29 /, abwärts auf Essigsäurezusatz keine Trübung gaben, also 
alles Casein verdaut hatten, während das mit */,,%/, Formal- 
dehyd behandelte Trypsin eine ganz geringe Trübung aufwies. 

2. Je 0,4 g Trypsin Merck wird in je 10 ccm Formal- 
dehydlösung mit einem Gehalt von !/,o t/y */,, 1, 2 und 4%, 
Formaldehyd gebracht. Während sich das Trypsin in den 
ersten beiden Versuchslösungen klar löst, entsteht in den Lö- 
sungen mit 1 bis 4°/, Formaldehydgehalt auf Trypsinzusatz 
keine klare Lösung, sondern eine Art von Gallerte. Die Ver- 
suchflüssigkeiten bleiben 21 Stunden bei 16° stehen, werden 
dann in der oben beschriebenen Weise vom Formaldehyd be- 
freit und die behandelten Fermente auf die verdauende Wirkung 
geprüft. Bei der Verdauung des Hühnereiweißes zeigte sich, 

ge 
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daß die Kontrollen sowie das mit */,, und !/,°/, Formaldehyd 
behandelte Trypsin ihr Eiweißstückchen von 5,0 mg in 3 Stun- 
den völlig verdaut hatten, während in derselben Zeit, das mit 
2/,9/, behandelte Trypsin sein gleich großes Eiweißstückchen 
deutlich verkleinert hatte, das mit 1 bis 4°/, behandelte Trypsin 
aber ohne merklichen Einfluß auf das Eiweiß geblieben war. 
Bei der Verdauung des Caseins ergab sich, daß die Kontrollen 
ebenso wie das mit schwächeren Formaldehydkonzentrationen 
(hio bis ®/,°/,) behandelte Ferment nach 1 Stunde auf Essig- 
säurezusatz keine Trübung mehr gab, also alles Casein ver- 
daut hatte. Dagegen war das mit 1 bis 4°/, behandelte Trypsin 
ohne Wirkung auf das Casein. 

Trypsin Merck wird also demnach durch etwa 20stündige 
Einwirkung einer °/,°/,igen Formaldehydlósung in seiner Wirk- 
samkeit geschwächt, durch 1%/,ige Lösung dagegen unwirksam. 

Die Eiweiß verdauenden Fermente verhalten sich also ver- 
schieden gegen die Einwirkung des Formaldehyds. Pepsin 
wird gar nicht abgeschwächt, Trypsinogen dagegen wird schon 
durch Formaldehydkonzentrationen von !/,,°/, (1:2000), Trypsin 
durch 1°/, unwirksam. Interessant ist das verschiedene Ver- 
halten der beiden Pankreaspräparate; denn das Trypsin Merck 
ist doch etwa 20mal widerstandsfáhiger als das Trypsinogen. 
Beide Präparate sind sonst in der Eiweiß verdauenden Kraft 

sich gleich; die beim Trypsinogen benutzte Ammoniumsulfat- 
fällung kann auch keinen Einfluß haben, da ja die Versuche 
zeigen, daß das aus wässeriger Lösung mit Ammonsulfat ge- 
fällte Trypsinogen trotz eines gewissen Überschusses an Am- 
monsulfat die gleiche verdauende Kraft besitzt wie das frisch 
gelöste, das keine Spur Ammonsulfat enthielt, und auch ebenso 
schnell wie mit Alkohol gefälltes und frisches Trypsin Merck 
das Casein verdaut. 

Diese festgestellte Verschiedenheit der beiden untersuchten 
Pankreaspräparate gegenüber Formaldehyd erklärt vielleicht die 
eingangs erwähnten Widersprüche, die sich bei den verschie- 
denen Untersuchern betr. der Formaldehydeinwirkung auf Fer- 
mente herausgestellt haben. Denn was hier für sonst gleich 
kräftige Pankreaspräparate gefunden wurde, dürfte vielleicht 
auch für Pepsinpräparate gelten. 
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II. Einfluß auf Eiweiß. 


Die Untersuchungsmethode bestand darin, daß je 0,5 g 
hartgekochtes Hühnereiweiß in kleinen Stückchen mit je 15 cem 
Formaldehydlósung, die einen Gehalt von !/,oo "Is Iso ‘ho 
Yo tlo tho t/s °/, und 1°/, Formaldehyd hat, übergossen 
und in, verschlossenen Gläsern bei gewöhnlicher Zimmertempe- 
ratur (im Durchschnitt 15°) stehen gelassen werden. Es wird 
nun nach verschieden langer Zeit immer ein kleines Stückchen 
aus jedem Glase herausgenommen und so lange mit destilliertem 
Wasser gewaschen, bis dieses keine Formaldehydreaktion mehr 
gibt. Dann werden von diesen Stückchen kleine Stäbchen ge- 
schnitten, die bei annähernd derselben Form von dem Durch- 
schnittsgewicht von 4,0 mg um nicht mehr als 0,1 mg vonein- 
ander abweichen. Diese Stäbchen werden nun mit je 5 ccm 
Pepsinsalzsäure (0,6g Pepsin Finzelberg in 100 ccm 0,2°/,iger 
Salzsäure) oder mit je 5 ccm Trypsinlösung (0,6 g Trypsin 
Merck in 100 cem 0,1°/,iger Natriumbicarbonatlösung) über- 
gossen und bei 40° der Verdauung unterworfen. Zur Kontrolle 
werden gleich große und schwere Stückchen unbehandelten Ei- 
weißes denselben Verdauungsflüssigkeiten unterworfen. Hier 
ist im allgemeinen in 4 Stunden die Verdauung völlig beendet, 
und so wird auch bei den Versuchslösungen nach 4 Stunden 
die Verdauung unterbrochen. 

Die Resultate, die nach verschieden langer Einwirkung des 
Formaldehyds auf das Eiweiß erhalten sind, sind in der fol- 
genden Tabelle dargestellt, wobei ein Doppelkreuz ++ die in 
4 Stunden eingetretene völlige Verdauung, ein einfaches + 
eine in derselben Zeit eingetretene deutliche Verkleinerung 
bedeutet. Zwischenstufen sind durch eingeklammertes Kreuz 
(+) bezeichnet. Ein vorgesetztes P deutet auf Pepsin-, ein T 
auf die Trypsinverdauung hin. 

Aus dieser Zusammenstellung ersieht man, daß schon die 
Pepsinverdauung des mit */,,%/, Formaldehyd behandelten Ei- 
weißes nach 3tägiger Einwirkung gegenüber dem unbehandelten 
Eiweiß verschlechtert ist. Doch ist die Tatsache interessant, 
daß eine völlige Aufhebung der Verdauung selbst bei 26 Tage 
langer Einwirkung '/,°/,iger Formaldehydlösung nicht zustande 
‚kommt. Bemerken möchte ich dabei, daß man sich bei der 
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Das Eiweiß war behandelt mit Formaldehydkonzentrationen von 


























Anzahl 
der Fa | | Kon- 
Tage 11100 lol *a5%lo | *I50*lo | 40 lo | 2180 *lo | 1130 lo | *hr0°lo | *5 o |*/5%0 | 19 trolle 
1P | + ++ ++ + + lH 
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einfachen Betrachtung der Eiweißstückchen leicht täuschen 
kann, da diese durch Aufquellung trotz bereits eingetretener 
Verdauung noch ungefähr die gleiche Größe wie die nicht der 
Verdauung unterworfenen Stückchen haben können. Erst durch 
Wägungen vor und nach der Verdauung läßt sich hierüber 
Sicheres aussagen. 

Aus der Übersicht geht ferner hervor, daß die Trypsin- 
verdauung bedeutend weniger beeinflußt wird als die Pepsin- 
verdauung. Noch deutlicher wird dies aus den folgenden beiden 
Tabellen, in denen die Gewichte der 9 bzw. 26 Tage mit Form- 
aldehyd behandelten Eiweißstückchen vor und nach 4stün- 
diger Einwirkung der Verdauungsflüssigkeiten gegenübergestellt 
sind und außerdem die in dieser Zeit verdaute Eiweißmenge 
in mg und in Prozenten angegeben ist. Man ersieht, daß z. B. 
bei 9tägiger Einwirkung von */,¿%/, Formaldehyd die Pepsin- 
verdauung nur etwa */,, bei der Einwirkung von 1°/, Formal- 
dehyd sogar nur */, der Trypsinverdauung ausmacht. 

Um die Frage zu entscheiden, ob vielleicht nicht die Kon- 
zentration der Formaldehydlósung als solche, sondern das 
Verhältnis zwischen Eiweißmenge und wirklich vorhandenem 
Formaldehyd von Wichtigkeit ist, wurde geprüft, ob in den 
schwächsten angewandten Formaldehydkonzentrationen, nach- 
dem sie 8 Tage lang auf das Eiweiß eingewirkt hatten, nun- 
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Verdauung nach 9tägiger Formaldehydeinwirkung 

















durch Pepsin durch Trypsin 
Pr a Gewichte Gewichte | 
k Si 5 tio El nach | Verdaut vor | nach ! Verdaut 
onzentratión |4, Verdauung d. Verdauung 





mg | mg | %_ 




















20%, =1:2000 | 4,1 | 13 0,0 
1,0% =1:1000 | 4,0 | 1,9 0,0 
11,9, =1: 500 | 3,9 | 2,2 0,1 
3), =1: 167 | 40 | 2,7 0,5 

19, =1: 100 | 3,9 | 28 1,2 
Kontrolle . 40 | 00 0,0 





Verdauung nach 26tägiger Formaldehydeinwirkung 








durch Pepsin durch Trypsin 
pi Ad Gewichte Gewicht 
re td tion vor | nach Verdaut vor (na Verdaut 
3 d. Verdauung d. Verdauung 











mg | mg | mg | mg | m mg | h 

100 lo = 1:10000| 4,2 | 2,0 | 2,2 52 | 42 | 0,0 | 4,2 | 100 
Malo =1: 7500 | 4,2 1 | 21 | 50 | 42 | 00 | 42 | 100 
Yo =1: 5000| 4,1 22 | 19 | 43 | 41 02 | 39 | 95 
iola = 1: 4000| 4,3 | 25 | 18 | 40 | 4,2 | 03 | 38 | 92 
Malo =1: 3000 | 4,1 26 | 1,5 34 | 43 | 04 | 3,9 | 90 
Yo =1: 2000| 42 | 28 | 14 | 31 | 42 | 0,6 | 3,6 | 86 
Yo =1: 1000| 42 | 30 | 12 | 27 | 42 | 09 | 3,3 | 78 
1) =1: 500| 43 | 3,6 | 0,7 16 | 4,3 14 | 2,9 67 

3/9/,=1: 167| 42 | 42 | 00 | — | 42 | 26 | 16 | 38 
1%,=1: 100| 42 | 42 | 0,0 | — 4,3 34 | 0,9 | 21 

Kontrolle 42 | 00 | 4,2 | 100 | 43 | 0,0 | 4,3 | 100 














mehr alles Formaldehyd an Eiweiß gebunden wäre. Wäre dies 
der Fall, so wäre es nicht ausgeschlossen, daß beim Hinein- 
bringen einer kleineren Eiweißmenge in dieselbe Menge Form- 
aldehydlösung von gleicher Konzentration die Beeinflussung des 
Eiweißes stärker würde. Es zeigte sich jedoch, daß alle Lö- 
sungen, auch die mit nur */,¿,*/, Formaldehydgehalt gegenüber 
dem Morphin-Schwefelsäurereagens eine deutliche Reaktion von 
freiem Formaldehyd gaben. Mithin war durch die angewandte 
Eiweißmenge längst nicht alles Formaldehyd gebunden. 

Es wird überhaupt recht wenig Formaldehyd vom Eiweiß 
gebunden. Ich untersuchte die benutzten Lösungen mit !/,, 
und '/,0°/, Formaldehydgehalt nach 8tágiger Einwirkung auf 
je 0,5 g Eiweiß quantitativ auf freies Formaldehyd, indem 
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ich in je 5 ccm von ihnen das vorhandene Formaldehyd dadurch 
bestimmte, daß es durch Versetzen mit Ammoniak in Hexa- 
methylentetramin übergeführt und aus der dazu verbrauchten 
Ammoniakmenge das Formaldehyd berechnet wurde. 

1. 5 cem !/,,°/, Formaldehydlösung sollen 2,5 mg enthalten. 
Es finden sich 2,4 mg. 

2. 5 ccm !/,„°/, Formaldehydlösung sollen 5,0 mg enthalten. 
Es finden sich 4,76 mg. 

Es findet also eine kaum nennenswerte Abnahme des 
Formaldehydgehaltes statt. Schon C. Fleig*) weist darauf hin, 
daß eine kleine Menge Aldehyd genügt, um eine große Menge 
Eiweiß zu binden, da ja das Molekulargewicht des Eiweißes 
viel größer als das des Aldehydes ist. Interessant ist aber die 
Tatsache, daß das Eiweiß aus einer stärkeren Konzentration 
mehr Formaldehyd bindet als aus einer schwächeren, was ja 
auch mit der stärkeren Beeinflussung des Eiweißes durch stärkere 
Konzentrationen hinsichtlich der Pepsin- und Trypsinverdauung 
in Einklang steht. 


Zusammenfassung der Ergebnisse. 


1. Das Pepsin Finzelberg wird durch 1tägige Einwirkung 
selbst 10°/,iger Formaldehydlösungen in seiner Wirksamkeit 
nicht gestört. 

2. Die untersuchten Pankreaspräparate werden durch Form- 
aldehydeinwirkung verschieden stark geschwächt; das Trypsi- 
nogen. act. wird durch !/,,°/,, das Trypsin Merck dagegen erst 
durch 1°/, Formaldehyd unwirksam. 

3. Hühnereiweiß wird schon nach 9tágiger Einwirkung von 
1°/,iger Formaldehydlósung fast unverdaulich für Pepsinsalz- 
säure, während es vom Trypsin noch zu */, verdaut wird. 

4. Die Widersprüche in der Beurteilung des Einflusses des 
Formaldehyds auf die Eiweißverdauung hängen sicherlich von 
der Verschiedenheit der benutzten Fermentpräparate, zum Teil 
aber auch von der verschiedenen Beschaffenheit der ange- 
wandten Formaldehydlösung (vorhandene Ameisensäure) ab. 


1) Fleig, Physiol. Studien über einige Methanderivate. Arch. inter- 
nat. de pharmacodyn. et de thér. 17, 146. 
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Der Ausfall meiner Versuche bestätigt also die Angaben 
von Bliss und Novy, sowie von Pekelharing über den 
mangelnden Einfluß des Formaldehyds auf das Pepsin und 
entkräftet die widersprechenden Angaben von Loew und Sa- 
wamura, da ich mit denselben hohen Konzentrationen wie 
diese Autoren arbeitete. Die bisher gemachten Erfahrungen 
(Bliss und Novy, Loew) über die Aufhebung der tryptischen 
Wirkung durch Behandlung der Pankreaspräparate mit Form- 
aldehyd stehen in Übereinstimmung mit meinen Versuchen. 
Was das Unverdaulichwerden des Eiweißes durch Formaldehyd 
anbelangt, so konnten die Angaben von Schwarz, deren Be- 
weiskraft ja schon eingangs angezweifelt wurde, über völlige 
Aufhebung der Trypsinverdauung und unwesentliche Hemmung 
der Pepsinwirkung widerlegt werden, so daß die gerade um- 
gekehrt lautenden Ergebnisse meiner Versuche die Bliss und 
Novyschen Angaben über die geringe Verlangsamung der Tryp- 
sinverdauung des formalinisierten Eiweißes bestätigen und in 
gewissem Einklang mit den Erfahrungen Sahlis und Rumpels 
über die formalinisierte Gelatine, die vom Pepsin gar nicht, 
vom Trypsin dagegen leicht angegriffen werden soll, stehen und 
die auch hier vorhandenen widersprechenden Angaben de Jagers 
entkräften helfen. 


Als praktische Schlußfolgerung 


aus den vorliegenden Versuchen ergibt sich, daß das Formal- 
dehyd auf jeden Fall die Eiweißverdauung schädigt, entweder 
durch Schädigung des Fermentes (Trypsin) oder durch Beein- 
flussung des Eiweißes, das dann für das Ferment (Pepsin) un- 
angreifbar wird. Bei Verwendung des Formaldehyds als Frisch- 
erhaltungsmittel dürften beide Möglichkeiten vorliegen, da durch 
Aufnahme derartig konservierter Nahrungsmittel ein Überschuß 
von freiem Formaldehyd wohl in den Verdauungskanal mit hin- 
eingelangen könnte. 
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I. 
Eiweiß-chemische Grundlagen der Lebensvorgänge. 


Von 


E. Herzfeld und R. Klinger. 


(Aus dem chemischen Laboratorium der medizinischen Klinik und aus 
dem hygienischen Institut der Universität Zürich.) 


(Eingegangen am 10. Mai 1917.) 


Wir beginnen mit der folgenden Mitteilung eine Reihe von 
Untersuchungen, die das Ziel haben, verschiedene biologische 
Gebiete auf Grund neuer eiweifchemischer Vorstellungen und 
Methoden zu bearbeiten und tiefer in das chemische Verständnis 
der daselbst gegebenen Probleme einzudringen. Es sollen des- 
halb zunächst die chemischen Grundlagen, auf denen alles 
Weitere beruhen wird, in Kürze dargestellt und einige allge- 
meine biochemisch wichtige Prozesse behandelt werden. Im 
zweiten Teil dieser Arbeit möchten wir diese Anschauungen 
zunächst auf den Stoffwechsel der Zelle im allgemeinen an- 
wenden; eine Folge geplanter späterer Mitteilungen soll teils 
der Immunitätslehre, teils einigen speziellen Gebieten der Stoff- 
wechselphysiologie und Pathologie gewidmet sein. 


Alle Lebensvorgänge sind an Eiweißkörper ge- 
bunden; diese bilden den wichtigsten und unerläßlichen Be- 


1) Die experimentellen Arbeiten, die dieser und den folgenden 
Mitteilungen zugrunde liegen, wurden uns durch eine Unterstützung der 
„Stiftung für wissenschaftl. Forschung an der Univ. Zürich“ in dankens- 
werter Weise ermöglicht. 
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standteil der lebenden Substanz, die an ihnen stattfindenden 
chemischen oder physikalisch-chemischen Veränderungen sind 
es in erster Linie, die alle wesentlichen Vorgänge in der Zelle 
oder im Zellstaate bestimmen. Wir müssen deshalb diesen 
Träger des Lebens, das Eiweiß, etwas näher betrachten. 
Bisher hatte sich die Eiweißchemie die Hauptaufgabe ge- 
stellt, eine Einteilung (Klassifikation) der Eiweißkörper auf- 
zustellen; man isolierte und reinigte verschiedene Eiweißarten 
aus tierischem oder pflanzlichem Material und ordnete sie ent- 
weder nach ihrer Herkunft oder nach gewissen chemischen 
Reaktionen in Gruppen ein und belegte sie mit entsprechenden 
Namen. Ferner wurde die Aufspaltung der EiweiBkórper stu- 
diert, um dadurch die Bausteine und den Aufbau kennen zu 
lernen. Man unterschied Albumosen, Peptone und Aminosäuren 
und lernte einige Dutzend niederster Bausteine kennen, durch 
deren Verkettung die höheren entstehen. Auch die Synthese 
wurde intensiv bearbeitet; es gelang E. Fischer, Abderhalden 
und ihren Mitarbeitern, eine Anzahl Polypeptide darzustellen; 
die künstliche Erzeugung von eiweißähnlichen Körpern ist aber 
bisher nicht geglückt. Früher bediente man sich für die Iso- 
lierung der Abbauprodukte bestimmter Fällungsmethoden (Neu- 
tralsalzfällungen usw.), in der Meinung, daß hierdurch eine Ab- 
trennung der höheren Abbauprodukte (Albumosen) von den 
niederen möglich sei. Die Ergebnisse der Polypeptidforschungen 
E. Fischers zeigten aber, daß eine solche Differenzierung nicht 
möglich ist, indem sich auch niedrige Polypeptide als aussalzbar 
erwiesen. Es kommt vielmehr auf die chemische Konstitution 
derselben an, ob sie z. B. aus aliphatischen oder aromatischen 
Aminosäuren bestehen und in welchem Verhältnis diese Bau- 
steine miteinander vereinigt sind. Auch die Darstellungs- 
methoden der Eiweißkörper erwiesen sich als unzulänglich, da 
es durch Aussalzen und Dialysieren nicht gelingt, chemisch 
einheitliche Stoffe zu erhalten. Das Endprodukt einer der- 
artigen Reindarstellung ist fast immer ein Gemisch von Eiweiß 
mit seinen höheren und tieferen Abbauprodukten; wirklich reine, 
d. h. von Abbauprodukten freie EiweiBkórper werden nur durch 
langes Kochen des Ausgangsmaterials erhalten; sie sind schon 
jange als ,denaturierte“ Eiweißkörper bekannt und sind im 
Gegensatz zu den „nativen“ nicht mehr wasserlóslich. Erst 
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durch teilweise Aufspaltung, wodurch sie neuerdings mit Ab- 
bauprodukten versehen werden, werden sie wieder kolloidal 
löslich. Es stellte sich als ein allgemeines Gesetz heraus, daß 
die Abbauprodukte die Löslichkeit des Eiweißkörpers vermitteln, 
und daß dieselben aus ihren Lösungen ausfallen, wenn die Ab- 
bauprodukte entfernt oder in bestimmter Weise verändert 
werden. Das native Eiweiß besteht somit aus einzelnen Teilchen, 
die sich aus einem hochsynthetisierten, festeren Kern und 
einer oberflächlichen Schicht höherer und tieferer Bausteine 
zusammensetzen. Diese Bausteine kommen jedoch nicht in Form 
von bloßen Aminosäuren, Polypeptiden usw. (resp. deren Salzen) 
vor; von grundlegender Bedeutung scheint vielmehr die Er- 
kenntnis, daß dieselben in der Regel mit Salzen nach Art der 
von Pfeiffer und Modelski*) beschriebenen neutralen Salz- 
NH, NaCl 
COOH  ?” 
daß die Art der in diese Bindung eintretenden Salze häufig für 
die physikalisch-chemischen Eigenschaften der Abbauprodukte 
(und dadurch indirekt der Eiweißkörper) maßgebend ist. Werden 
die gut löslichen Alkalisalzbindungen durch solche mit Erd- 
alkalien oder Metallsalzen verdrängt, so sind die Abbauprodukte 
nicht mehr imstande, die kolloidale Verteilung der Eiweiß- 
teilchen aufrecht zu erhalten; darauf beruht!) die fällende Wirkung 
des Zusatzes derartiger Salze auf Eiweißkörper. In diesen Be- 
ziehungen zwischen Eiweiß und Salzen ist der Schlüssel für das 
Verständnis vieler biologischer Gesetzmäßigkeiten gegeben, die 
uns im folgenden noch beschäftigen werden und zum Teil noch 
der näheren Erforschung harren. 

An Stelle der früheren Einteilung der Eiweißabbauprodukte 
nach ihrer Fällbarkeit (die, wie erwähnt, eine ungenaue ist), 
scheint uns speziell für die folgenden auf biologische Vorgänge 
sich erstreckenden Untersuchungen eine andere Grundlage vor- 
zuziehen zu sein. Nachdem bei allen Lebensprozessen semiper- 
meable Membranen eine große Rolle spielen, halten wir das 
Dialysiervermögen der hierbei beteiligten Stoffe als Einteilungs- 
prinzip für weit wichtiger als das Verhalten beim Aussalzen. 


verbindungen vereinigt sind, z. B. in der Form R < und 





1) Es kommt natürlich noch die Bildung von Schwermetallsalzen 
der Aminosäuren in Betracht. 
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Wir schlagen daher vor, die Eiweißkörper und ihre Abbau- 
produkte in folgende Klassen zu unterscheiden, für die wir 
behufs leichterer Verständigung die nebenstehenden symboli- 
schen Zeichen einführen möchten: 


O C | 


q AY II III IV 
Kolloidales nicht dialysierbare dialysierbare niedere Peptide 
Eiweiß. polypeptidartige polypeptidartige u. Aminosäuren. 
Abbauprodukte. Abbauprodukte. 


Zu diesen 4 Gruppen sei zunächst im allgemeinen be- 
merkt, daß wir uns natürlich bewußt sind, daß der Begriff der 
Dialysierbarkeit infolge des Vorkommens sehr verschieden per- 
meabler Membranen im Tier- und Pflanzenreiche kein ein für 
allemal fester ist, sondern von Fall zu Fall eine gewisse Ver- 
schiebung erfahren wird. Vielleicht wird es später, wenn wir 
die einzelnen Bausteine besser als heute isolieren und in ihren 
Eigenschaften untersuchen werden können, möglich sein, Mem- 
branen von bestimmter Durchlässigkeit zu wählen und dadurch 
eine weitere und genauere Einteilung der aufgestellten Unter- 
gruppen zu erreichen. Vorläufig scheint es uns schon als ein 
Fortschritt, wenn überhaupt die Aufmerksamkeit auf diese 
wichtige Eigenschaft der uns beschäftigenden Körper gelenkt 
wird, ihre Wahl als Einteilungsprinzip somit genügend gerecht- 
fertigt. Im besonderen sei noch erwähnt: zu I: Der Dispersi- 
tätsgrad kann ein verschiedener sein, je nach der Teilchengröße 
(z. B. Albumine und Globuline usw.); kolloidale Lösungen von 
I allein existieren nicht. Sollen sie zustande kommen, so müssen 
Körper der Gruppe II und IV in einer den vorhandenen Eiweiß- 
oberflächen entsprechenden Menge vorhanden sein. 

II umfaßt Körper, wie sie durch schwache Aufspaltung 
von dem Eiweißteilchen sich abtrennen, mehr weniger große 
Bruchstücke derselben, die sich aber von den Eiweißteilchen 
dadurch unterscheiden, daß sie im Vergleich zu ihrer Masse 
sehr viel mehr Abbauprodukte enthalten als jene; hierher ge- 
hören die meisten der als Albumosen bezeichneten Körper. 
Sie sind noch nicht dialysabel, aber in Salzlösung schon sehr 
hoch dispers verteilbar, können deshalb getrocknet und pul- 
verisiert werden, ohne in ihrer Löslichkeit herabgesetzt zu 
werden usw. 
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III: hierher gehören die zahlreichen Polypeptide und pep- 
tonartige Stoffe, die schon dialysabel sind und noch die Biu- 
retreaktion geben; diese Eigenschaft der Dialysierbarkeit kann 
verloren gehen, sobald sie an adsorbierende Kolloide gebun- 
den sind. 

IV: die niedersten (abiureten) Peptide und Aminosäuren. 

Die Teilchengröße nimmt von II gegen IV ab, die Wasser- 
löslichkeit zu. Hiermit hängt vermutlich eine ebenfalls ungleiche 
Fähigkeit, adsorbiert zu werden, zusammen. Körper der Gruppe II, 
die selbst noch kolloidal verteilt sind, gehen leichter an Ober- 
flächen als die eigentlich „löslichen“ Polypeptide und Amino- 
säuren. Für Löslichkeit und Adsorbierbarkeit spielt außerdem 
die Verbindung mit Neutralsalzen, wie schon erwähnt, eine 
große Rolle. y 

Jede Eiweißart ist bekanntlich in ihrem Bau spezifisch, 
was in der wechselnden Zusammensetzung aus Bausteinen ver- 
schiedener Art und Menge bedingt ist. Diese Spezifität läßt 
einerseits jede Tier- und Pflanzenart (und zuweilen selbst noch 
Rassen oder Individualitäten) von anderen unterscheiden, betrifft 
andererseits auch die einzelnen Organe und Organteile; manche Ei- 
weiBarten zeigen eine von der Tierart ziemlich unabhängige, 
fast nur an das Organ gebundene Spezifität, z. B. Linseneiweiß, 
bei anderen ist dagegen die Artspezifität allein ausgeprägt 
(Serumeiweiß usw.). Von den Abbauprodukten weisen die höheren 
noch denselben spezifischen Bau auf, wie ihr Stammeiweiß. Je 
tiefer die Aufspaltung geht, desto unspezifischere Produkte 
entstehen; bei den niederen Peptiden hat jede Spezifität längst auf- 
‚gehört. Dieses nur allmähliche Erlöschen der spezifischen Struktur 
der Abbauprodukte spielt bei der proteolytischen Funktion der- 
selben eine nicht unwichtige Rolle. Es hat sich nämlich nach- 
weisen lassen, daß den Abbauprodukten in direktem Zusammen- 
hang mit ihrer Fähigkeit, Eiweiß in Lösung zu halten, ein 
zweites nicht minder bedeutungsvolles Vermögen eigen ist, die 
hydrolytische Aufspaltung, die Proteolyse der Eiweißteilchen 
auszulösen resp. die Autolyse von Eiweiß zu steigern. Jede 
unserer Gruppen wird hierbei anscheinend am besten durch 
Körper der nächst niederen Gruppe gespalten, also das reine 
Eiweiß (I) durch Albumosen, diese durch Peptone usw. Hier- 
bei besteht eine gewisse Spezifität insofern, als diejenigen Ab- 
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bauprodukte im allgemeinen am stärksten abbauend wirken, 
die mit dem abzubauenden Eiweiß in ihrem chemischen Bau 
am meisten übereinstimmen. Am günstigsten sind daher die 
eigenen Bausteine der betreffenden Eiweißart. Der Spezifität 
der Struktur kommt daher nicht nur bei der Synthese, son- 
dern auch bei der Hydrolyse der Eiweißkörper eine erhöhte 
biologische Bedeutung zu. 

Wir werden in unseren nächsten Mitteilungen zeigen, daß 
dasselbe auch für die Adsorption kolloidaler Eiweißteilchen 
gilt. Wir möchten nur noch einige Faktoren, die für die 
Chemie der Eiweißkörper im allgemeinen von Bedeutung sind, 
kurz besprechen. j 

Einfluß der Reaktion. Die Eiweißkörper finden sich 
im Organismus in einem bicarbonatalkalischen Medium. Von 
den Alkalien wissen wir, daß sie nur lösende Eigenschaften _ 
aufweisen, da sie sämtliche Abbauprodukte (auch die schwer- 
löslichen unter den Aminosäuren) in leichterlösliche Alkalisalze 
überführen. Fügt man zu einer solchen Lösung eine ganz ge- 
ringe Säuremenge zu, so wird das Alkali von der Säure weg- 
genommen, so daß freie COOH-Gruppen entstehen. Viele Amino- 
säuren haben in dieser Form eine verminderte Löslichkeit, 
wirken daher auch weniger lósend. Es kommt zu einem als 
„Globulinfällung“ bezeichneten Niederschlag, bestehend aus den- 
jenigen Eiweißkörpern, die am leichtesten ausfallen. Bei einem 
Mehrzusatz an Säure entstehen Säureverbindungen nach Art 
der Neutralsalzbindungen (z. B. — NH, -HC1-COOH); dies be- 
dingt eine Erhöhung der Löslichkeit und hat die Wiederauf- 
lösung des Niederschlages zur Folge. 

Diese Verhältnisse mußten hier erörtert werden, da viele 
der später zu besprechenden Reaktionen im Serum oder Blut- 
plasma vor sich gehen, das nicht neutral, sondern bicarbonat- 
alkalisch reagiert. 

Bedingungen für Synthese und Hydrolyse der Ei- 
weißkörper. Für das Zustandekommen einer Eiweißsynthese 
ist eine hohe Konzentration der Eiweißlösung erforderlich. Für 
die hydrolytische Aufspaltung ist dagegen Verdünnung” der 
Lösung, ferner Gegenwart niederer Bausteine von Vorteil. Außer- 
dem höhere Temperatur und Anwesenheit von Neutralsalzen 
der Alkalien, sowie alkalische oder saure Reaktion. Bringen 
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wir reines (denaturiertes) Eiweiß in Wasser, so löst es sich 
darin auch nach längerer Zeit kaum merklich auf; die Hydro- 
lyse schreitet eben nur langsam vorwärts. In physiologischer 
Salzlösung geht die Aufspaltung bereits etwas schneller vor 
sich. Setzen wir Abbauprodukte, z. B. Aminosäuren, zu, so ge- 
lingt es schon in relativ kurzer Zeit, eine merkliche Hydrolyse 
und Auflösung des koagulierten Eiweißes zu erzielen, die bei 
Gegenwart von NaHCO, noch schneller verläuft. Sie führt zu 
einer zunehmenden Konzentration an Abbauprodukten, bis 
schließlich, wenn genügend Eiweiß vorhanden war, ein Still- 
stand der Hydrolyse eintritt, eventuell sogar eine Umkehr des 
Vorganges und Auftreten von Synthese einsetzt. Kolloidal 
verteiltes Eiweiß hat stets die Neigung, frisch hinzutretende 
Abbauprodukte an seiner Oberfläche zu adsorbieren; es findet 
dadurch eine Konzentration der Bausteine an dieser Oberfläche 
statt, die für Synthesen günstige Bedingungen schafft. Für das 
Zustandekommen einer derartigen hohen Konzentration der 
Eiweißkörper und höheren Abbauprodukte ist, wie wir im 
folgenden sehen werden, die Gegenwart semipermeabler Mem- 
branen unerläßlich. 

Einfluß der Erhitzung auf Eiweißlösungen. Er- 
höhung der Temperatur beschleunigt hydrolytische Vorgänge. 
Setzen wir eine Eiweißlösung, z. B. Serum, der Einwirkung ge- 
steigerter Temperatur aus, so werden namentlich viele der 
höheren Abbauprodukte in niedere aufgespalten; die Körper 
der Gruppe II und III gehen in solche der Gruppe IV (Amino- 
säuren und niedere Peptide) über. Wenn wir eine Eiweiß- 
lösung bis zum Sieden erhitzen, so verarmt die Oberfläche der 
einzelnen Eiweißteilchen dadurch an höheren Bausteinen, sie 
wird gewissermaßen glatter und ist zur Adsorption der haupt- 
sächlich vorhandenen, tieferen Abbauprodukte weniger befähigt. 
Die Teilchen weisen somit mit Abbauprodukten nur spärlich 
besetzte (kahle) Oberflächen auf, sie werden deshalb weniger 
gut voneinander gehalten, verkleben miteinander (was noch 
durch die stärkere Molekularbewegung, welche die erhöhte 
Temperatur bedingt, erleichtert wird) und fallen als koaguliertes 
Eiweiß aus. Das Ergebnis der Erhitzung ist somit einerseits 
ein Eiweißkoagulum, das nur noch wenige Abbauprodukte ad- 
sortiert enthält, (diese können durch längeres Kochen, Wasser- 
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wechsel usw. fast vollständig entfernt werden), andererseits eine 
Lösung von meist tieferen Abbauprodukten. Die höheren und 
mittleren Peptide sind hingegen in einem mit der Dauer der 
Erhitzung (evtl. Anwendung höheren Druckes usw.) wechseln- 
den Grade aufgespalten worden. 

Wird die Erhitzung nicht bis auf 100°, sondern bloß auf 
55 bis 60° getrieben, so treten ähnliche, wenn auch nicht 
so weitgehende Spaltungen auf. Auch hier werden die Kolloid- 
teilchen im Sinne einer Verringerung ihres Dispersitätsgrades 
beeinflußt, der freilich meist nicht bis zur eigentlichen Fällung 
(Koagulation) führt, da die Menge der erhalten bleibenden Ab- 
bauprodukte noch ausreicht, um die kolloidale Verteilung der 
Teilchen aufrecht zu halten. Doch fallen gewisse, besonders 
labile Eiweißkörper, wie Fibrinogen, schon bei dieser Temperatur 
aus. Hierbei erweist sich abermals die Reaktion der Lösung 
von großer Bedeutung insofern, als in schwach alkalischen Ei- 
weißlösungen (z. B. Serum) die Hydrolyse durch die Anwesen- 
heit der alkalischen Salze (im Serum z. B. von Bicarbonatalkalien) 
gesteigert wird. Bei der sogenannten „Inaktivierung“ von Serum 
(*/¿stúndige Erhitzung auf 56°) werden deshalb einerseits ge- 
wisse serologisch wirksame Abbauprodukte radikal zerstört 
(hydrolytisch abgebaut), andererseits aber durch die bicarbonat- 
alkalische Reaktion auch eine gewisse Aufspaltung der Serum- 
eiweißkörper bedingt; während das erste Moment die Dispersität 
der Teilchen verringert, wirkt das zweite im entgegengesetzten 
Sinne, nämlich auf eine Erhöhung des Dispersitätsgrades. Diese 
überwiegt bei der angegebenen Stärke der Erhitzung; hierdurch 
erklärt sich die bekannte Erscheinung, daß „inaktiviertes“ 
Serum etwas stabilere, durch fällend wirkende Eingriffe weniger 
leicht fällbare Globuline besitzt (wie dies u. a. von Hirsch- 
feld und Klinger für eine Reihe von globulinfällenden Ein- 
wirkungen [Schütteln, Zusatz von Agar usw.] nachgewiesen 
wurde)*). Es sei noch erwähnt, daß die schwach alkalische 
Reaktion des Serums beim Erhitzen noch etwas vergrößert 
wird, da hierbei die vorher absorbierte CO, ausgetrieben wird. 

Bei der Hitzekoagulation ist es dagegen notwendig, die 
Eiweißlösung zu neutralisieren; nicht neutralisiertes Serum kann 


1) Berl. klin. Wochenschr. 1914, Nr. 25. 
Biochemische Zeitschrift Band 83. 4 
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durch* Erhitzen nicht koaguliert werden, es erstarrt bloB in 
toto. Kochen wir bei neutraler Reaktion, so wird diese die 
Hydrolyse steigernde, die Fällung verhindernde Wirkung der 
Alkalisalze des Serums ausgeschaltet. 

Wir schreiten nun zur Anwendung der besprochenen 
Vorstellungen und Erkenntnisse auf die allgemeine Physiologie 
der lebenden Zellen. 


Die einzelne Zelle besteht aus einer konzentrierten Eiweiß- 
lösung, die in der Regel noch Teile aus ungelöstem (gefälltem) 
Eiweiß einschließt und sich außerdem meist in Protoplasma 
und Kern differenziert. Das gelöste Eiweiß findet sich in Form 
von kolloidal verteilten Teilchen vor, die sich, wie wir oben 
schon ausgeführt haben, aus einem festeren Kern und einer 
oberflächlichen Schicht mehr oder weniger hochstehenden Abbau- 
produkten (oder „Aufbau“produkten) zusammensetzen. In dieser 
Randzone spielen sich die meisten Lebensvorgänge ab, Syn- 
thesen oder Spaltungen, die sich im Wachstum und Stoff- 
wechsel des Teilchens ausdrücken. Die Neubildung von Eiweiß 
durch Wachstum ist, wenn wir von gewissen Ausnahmen ab- 
sehen, das wesentlichste Ergebnis, sozusagen der Sinn des Lebens 
(chemisch gesprochen), gleichzeitig aber auch der beste Regu- 
lator der Lebensvorgänge. Indem die Eiweißteilchen sich durch 
Synthese vergrößern, erhalten sie am besten sich selbst und 
damit auch die Gesamtheit des Organismus (eine normale 
Funktion aller Teile vorausgesetzt). 

Welches sind nun die Bedingungen der Eiweißsynthese in 
der Zelle und welche sekundären Erscheinungen ergeben sich 
aus dem Wachstum der Eiweißteilchen? 

Wir haben schon in der Einleitung erwähnt, daß das ein- 
zelne Eiweißteilchen, um zu Synthese und dadurch zu einer 
Volumzunahme befähigt zu sein, einer hohen Konzentration 
der Eiweißabbauprodukte an seiner Oberfläche bedarf. Eine 
solche ist nur möglich, wenn das Zelleiweiß gegen die Um- 
gebung (die ja in der Regel ärmer an Eiweiß ist) durch eine 
semipermeable Membran abgeschlossen ist, die nur niedere Bau- 
steine ein- und austreten läßt, die höheren (kolloidalen) Bau- 
steine dagegen zurückbehält. 

Wir wählen als Beispiel zur Veranschaulichung dieses Ver- 
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hältnisses das Wachstum einer Bakterienkultur.. Wie ist es 
möglich, daß in einer aus nur wenigen Salzen und Aminosäuren 
zusammengesetzten Nährlösung innerhalb kurzer Zeit eine relativ 
große Eiweißmenge entsteht? Wir bringen eine Spur von Ei- 
weiß in Form von einigen Bakterienzellen hinein. Ohne Mem- 
bran würde dieses Eiweiß sofort zerfließen und einer raschen 
Hydrolyse verfallen. Die Membran verhindert den Austritt 
der Eiweißteilchen und der daran adsorbierten kolloidalen Ab- 
bauprodukte, während sie die leicht diffusiblen Salze und Amino- 
säuren der Nährlösung eintreten läßt. Sobald diese ins Innere 
gelangen, werden sie sofort von den gut adsorbierenden Ober- 
flächen der Eiweißpartikelchen in Beschlag genommen, sie ver- 
ketten sich mit schon vorhandenen Peptiden zu höheren, bereits 
nicht mehr diffusiblen Verbindungen und schaffen, indem sie 
auf diese Weise aus der Lösung entfernt werden, Platz für den 
Eintritt weiterer Bausteine von außen. 

Die Membran hält somit jene Eiweißkonzentration auf- 
recht, die für Eiweißsynthesen notwendig ist; ohne sie wäre das 
Vorkommen so hoch zusammengesetzter Eiweißkörper, wie sie 
uns in allen, selbst den tiefststehenden Lebewesen entgegen- 
tritt, nicht denkbar. 

Chemisch ist die Membran im wesentlichen gefälltes, d. h. 
aus dem kolloidalen Zustand ausgeschiedenes Eiweiß; dasselbe 
dürfte in Form eines feinen Netzwerkes verteilt sein, dessen 
Lücken bei manchen tierischen Membranen (Blutkörperchen, 
vielleicht auch viele andere Zellen?) durch Einlagerung von 
lipoidartigen Stoffen, Cholesterin und ähnlichen weiter abge- 
dichtet werden und entweder schon an sich oder dank dieser 
Abdichtung die Eigenschaft der Semipermeabilitát besitzen. 
Die physikalisch-chemische Beschaffenheit der Membran ist für 
den Stoffwechsel, somit für das Leben der Zelle, von größter 
Bedeutung. Sie modifiziert den Stoffaustausch, ihre größere 
oder geringere Durchlässigkeit entscheidet, welche Stoffe von 
außen eintreten resp. die Zelle verlassen dürfen. Wird die 
Membran durchlässiger, so können die niedriger dispersen von 
den kolloidalen Teilchen (Albumosen usw.) nach außen durch- 
treten, die Konzentration dieser Stoffe im Innern sinkt daher 
schnell. Die Folge ist, daß nicht nur keine weitere Synthese 
möglich ist, sondern selbst das vorhandene Eiweiß aufgespalten 
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wird, da die Bedingungen für Hydrolysen günstiger werden. 
Je länger dieser Zustand dauert, desto mehr von den kolloi- 
dalen Eiweißteilchen werden dieser Aufspaltung erliegen, die 
Zelle wird ihr kolloidales Eiweiß verlieren, nur die aus ge- 
fälltem Eiweiß bestehenden Gerüstteile der Zelle werden längere 
Zeit widerstehen. Noch schneller wird diese Zerstörung der 
inneren Organisation der Zelle natürlich dann eintreten, wenn 
die Membran auch für gröbere Kolloide und schließlich für die 
Eiweißteilchen selbst durchlässig oder wenn sie ganz aufgelöst 
wird. Auf derartigen Veränderungen der Membran beruhen ver- 
schiedene pathologische Erscheinungen, ferner die bekannte 
Auflösung oder Abtötung von Zellen, wie wir sie bei der Hämo- 
lyse, Bakteriolyse usw. noch später zu besprechen haben werden. 
Aber auch nach der anderen Seite, nämlich im Sinne einer zu 
starken Abdichtung, kann sich die Membran verändern und 
` muß dadurch den Stofiumsatz der Zelle beeinflussen. Bei 
Membranen, die seit längerer Zeit bestehen und Stoffe aus- 
und eintreten ließen, ist eine allmähliche Zunahme der Ab- 
dichtung ihres Filtergitters wahrscheinlich, bedingt dadurch, 
daß sich verschiedene Teilchen in dasselbe einlagern und die 
Poren verengern oder ganz verlegen, resp. durch fortschreitende 
Anlagerung die Membran direkt verdicken. So wird die Permea- 
bilität herabgesetzt und die Aufnahme von Nährstoffen seitens der 
Zelle erschwert. Dieser Umstand scheint uns für die ganze 
Biologie von nicht zu unterschätzender Bedeutung. In ihm 
liegt wohl einer der wesentlichen Gründe für das Altern der 
Zellen (und Individuen), für das Absinken des Stofiwechsels 
in länger bestehenden Zellen. Dieselben müßten früher oder 
später durch eine Art Verhungern zugrunde gehen, wenn nicht 
andere Momente regulierend eingreifen würden (Zellteilung, 
Fortpflanzung, worauf wir im folgenden noch zurückkommen). 

Es gibt somit ein Optimum der Semipermeabilität, bei 
welcher der Stoffaustausch am leichtesten und in einer für 
die Eiweißsynthese (oder sonstige Zellfunktionen) günstigsten 
Weise vor sich gehen kann. Derartige Verhältnisse dürften 
in der embryonalen Zelle verwirklicht sein, deren große Wachs- 
tumsenergie bekannt ist. Beispiele für minderwertige Mem- 
branen finden sich dagegen bei alternden oder durch Membran- 
gifte geschädigten Zellen (z. B. lipoidlösende, ferner eiweiß- 
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fällende Stoffe, deren bakterizide Wirkung in oft noch sehr 
großer Verbindung, wenigstens zum Teil hierauf beruhen dürfte). 

Eine andere, für das organische Leben nicht minder wich- 
tige Funktion der Membran ist die Erhaltung der Art-Rein- 
heit, der spezifischen Struktur jeder Eiweißart. Zwar haftet 
die Spezifität des Eiweißes schon an jedem einzelnen Teilchen 
und wird nicht erst durch die Membran bedingt; doch wäre 
eine Aufrechterhaltung derselben nicht möglich, wenn nicht die 
Membran dafür sorgte, daß nur niedere, jeder eigenen Spezi- 
fität entbehrende Bausteine, nicht aber selbst vermehrungs- 
fähiges Eiweiß (gewissermaßen Baumeister) in die Zelle ein- 
dringen. Dort, wo dies trotzdem geschieht (manche Infektions- 
krankheiten usw.), ist es von meist bedeutenden Folgen für 
die innere Organisation der Zelle begleitet. Wir werden hierauf 
beim Studium der Immunitätsphänomene noch zurückkommen. 

Hier möchten wir nur darauf hinweisen, daß vielleicht 
doch manche Eiweißarten auch ohne eigene Membran existenz- 
fähig sind. Wir denken an die Erreger gewisser Infektions- 
krankheiten, die sich als ultramikroskopisch und filtrierbar 
herausgestellt haben (Hühnersarkom, Pocken usw.) Sie sind 
freilich nur im Innern von Zellen (als deren Parasiten) vermeh- 
rungsfähig, d.h. wenn sie durch die Membran der Wirtszelle 
geschützt sind. Vicles spricht dafür, daß wir hier nicht mehr 
eigentlich organisierte Lebewesen, sondern bloß chemische In- 
dividuen vor uns haben, die in empfänglichen (= als Milieu 
geeigneten) Zellen mit großer Energie wachsen und dadurch 
den Bau derselben wesentlich modifizieren. Vielleicht gelingt 
es mit Hilfe dieser Hypothese, die Biologie dieser merkwürdigen 
Infektionsstoffe weiter zu klären. 

Die Eiweißsynthese führt zur Vergrößerung der einzelnen 
Eiweißteilchen und damit indirekt der Zelle. Betont sei, daß 
nicht nur das kolloidal gelöste, sondern auch das ausgefällte 
(Gerüst-)JEiweiß der Zelle mit Oberflächen versehen ist, auf 
denen zu Synthesen führende Verdichtungen von Abbaupro- 
dukten möglich sein dürften. Beide Arten von Eiweiß unter- 
scheiden sich (von ihrem physikalischen Zustande abgesehen) 
ja nur durch das relative Verhältnis, welches zwischen der 
festeren Masse und der mit Abbauprodukten besetzten Ober- 
fläche besteht. 
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Jede Vergrößerung von Teilchen hat eine Veränderung 
des Verhältnisses Oberfläche-Volum zur Folge, führt also zu 
einer relativen Abnahme der Oberfläche. Da diese nicht nur 
für die chemischen Umsetzungen, sondern auch für den Lösungs- 
zustand der Teilchen von großer Bedeutung ist, kann ein Teil- 
chen nicht unbegrenzt synthetisch wachsen, ohne daß sich seine 
Beziehungen zur Umgebung verändern. Es kommt entweder 
zum Austreten desselben aus dem kolloidalen Zustande, zu An- 
lagerung an andere Teilchen (z. B. Membranbildung, Sicht- 
barwerden der Chromosomen des Kernes u. ähnl.), die so lange 
dauert, bis durch eine Periode gesteigerter Hydrolyse wieder 
eine teilweise Auflösung (kolloidale Verteilung) der ausgefallenen 
Teilchen eintritt; oder es erfolgt ein Zerfall zu groß gewordener 
Teilchen in kleinere Partikelchen (evtl. auch um ein Abspalten 
von Teilen der zu dick gewordenen Oberflächenschicht usw.), 
die nun ihrerseits durch selbständiges Wachstum die Größe des 
Mutterteilchens erreichen, natürlich auch durch weitere Hydro- 
lyse verschwinden können usw. 

Was in kleinem Maßstabe vom einzelnen Eiweißteilchen 
gilt, trifft (wenn auch unter etwas anderer Gesetzmäßigkeit) 
für die Zelle als individuelle Einheit zu. Auch hier muß ein 
bestimmtes Verhältnis zwischen Zellmasse und Zelloberfläche — 
Membrangröße innegehalten werden, auch hier führt eine Ab- 
nahme des Verhältnisses Oberfläche: Volum zu gewissen Ver- 
änderungen im Zellhaushalt; meistens Zellteilung, die das opti- 
male Verhältnis zwischen Oberfläche und Inhalt wieder herstellt. 
In anderen Fällen erfolgt eine Selbstregelung dadurch, daß die 
Nahrungsaufnahme bei relativ zu geringer Größe der Membran 
eine weniger intensive wird, so daß ein Stillstand im Wachstum 
der Zelle eintritt usw. 

Wie die Zellteilung in ihren Einzelheiten ausgelöst wird 
und sich abwickelt, welche (gewiß nicht geringfügige) Rolle 
hierbei der Kern und seine Teile (Centrosomen usw.) spielen, 
kann zur Zeit nicht diskutiert werden, da wir über die hierbei 
stattfindenden chemischen Umsetzungen noch zu wenig orien- 
tiert sind. Es handelt sich hier auch nur darum, zu zeigen, 
daß Zelleben und Zelltod nicht die Annahme rätselhafter 
„Lebenskräfte“ als Erklärung verlangen, sondern daß die ganze, 
so unendlich komplizierte Entwicklung einer Zelle von ihrer Be- 
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fruchtung bis zum Tod der zahllosen, daraus hervorgehenden 
Zellen, auf rein chemischen (und physikalisch - chemischen) 
Vorgängen beruht und auch rein chemisch erklärt und verstan- 
den werden kann, und daß nur diese Forschungsrichtung (im 
Gegensatz zu der herrschenden, stark teleologisch gefärbten) 
das Ziel einer wissenschaftlichen Biochemie sein darf. 

Bei fast allen Lebenserscheinungen der Zelle und nament- 
lich von Zellstaaten spielt eine gewisse Periodizität eine 
große Rolle, die in der Zelle selbst ihre Ursache hat, allerdings 
durch äußere Momente (Nahrungszufuhr, nervöse und andere 
„Reize“) wesentlich beeinflußt wird. Wir zweifeln nicht, daß 
auch dieses mehr oder weniger regelmäßige Schwanken um ex- 
treme Zustände (wie Überwiegen der Synthese einerseits, der 
Autolyse andererseits; Zellteilung-Zellruhe; Sekretion - Ruhe- 
stadium; Leistungsfähigkeit-Erschöpfung usw.) rein chemisch 
bedingt ist und dementsprechend erforscht werden muß. Wesent- 
lich für ihr Zustandekommen ist die Tatsache, daß viele bio- 
chemische Prozesse nach Art autokatalytischer Umsetzungen 
verlaufen und so zu einer bestimmten Zeit ein Maximum er- 
reichen; dadurch führen sie zu gewissen Veränderungen (lokale 
Anhäufungen bestimmter Reaktionsprodukte, Verbrauch gewisser 
Stoffe usw.), die nun eine entgegengesetzte Reaktion auslösen, 
welche ihrerseits wieder ein Maximum bildet usf. 

Besondere Unterschiede zwischen „lebendiger“ und „toter“ 
Substanz anzunehmen, scheint uns nicht erforderlich. Das Leben 
der Zelle besteht in einem in bestimmter Richtung und inner- 
halb gewisser Grenzen verlaufenden Stoffumsatz, der wohl zwi- 
schen feststehenden Extremen (häufig periodisch, wie soeben 
besprochen) hin- und herpendelt, dieselben aber nicht über- 
schreiten darf. Geschieht dies trotzdem oder wird das eine Extrem 
zu lange innegehalten, oder wird durch irgendwelche, dem nor- 
malen Zelleben fremdartige Einwirkungen (Gifte usw.) eine 
radikale Änderung der chemischen Vorgänge in der Zelle ver- 
ursacht, so erfolgt der sog. Tod, d. h. der Chemismus der Zelle 
wird nun in ganz andere Wege gelenkt und kann nicht mehr 
in seine früheren Bahnen zurückkehren. Am leichtesten tritt 
dies ein, wenn die Zellmembran stärker geschädigt wird, und 
dies ist wohl eine der häufigsten Ursachen des Zelltodes. 
Zwischen Leben und Tod der Zelle eine scharfe Grenze zu 
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ziehen, wie wir dies für das vielzellige Individuum als Ganzes 
in der Regel vermögen, ist meist nicht möglich; es gibt hier 
viele Zwischenstufen zwischen der intensivsten Lebenstätigkeit 
der Zelle und jenen Zuständen, aus welchen eine Rückkehr 
zur Lebenstätigkeit, Wachstum, Sekretion, Fortpflanzung usw. 
nicht mehr möglich ist. 

Von den vielen Erscheinungen, welche die Zellteilung be- 
gleiten, möchten wir hier nur die Beziehungen derselben zur 
Membran näher betrachten, weil sie uns in manche Grundtat- 
sachen der Biologie Einblick gewähren. In den meisten Fällen 
führt die Zellteilung dahin, daß die Zelle wenigstens an einer 
ihrer Seiten eine neue Membran erhält. Nach wiederholten 
Teilungen kann die Membran auf diese Weise ganz oder zum 
großen Teil erneuert werden; in fortwährender Teilung befind- 
liche Zellen bleiben daher dauernd jung (soweit dies von der 
Membran abhängig ist) und gerade infolge dieser guten Permea- 
bilität der Membran wachstumsfähiger. Zellteilung und 
Wachstumsfähigkeit stehen somit in einer gewissen 
Beziehung und fördern sich gegenseitig. 

Dieser Umstand dürfte uns (u. a.!) das dauernd intensivere 
Wachstum gewisser sich stets erneuernder Gewebe (wie Schleim- 
häute, gewisse Drüsen, blutbildende Organe usw.) erklären. Er 
könnte auch für das Auftreten bösartiger, d. h. unbegrenzt wach- 
sender Zellen (Tumorbildung) in Betracht kommen, die ja 
häufig von Geweben ausgeht, in welchen sich die Zellen auf 
Grund von „Reizwirkungen“ in gesteigertem Maße teilten und 
nach dem üblichen Ausdruck „wieder auf eine embryonale 
Stufe kamen“. Sie sind eben durch die wiederholte Teilung 
allseitig mit jungen, für Nährstoffe gut durchlässigen Membranen 
ausgestattet und vermehren sich dementsprechend schnell, so- 
bald ihnen Bausteine reichlich zur Verfügung stehen. (Daher 
ist auch die Zusammensetzung der Körpersäfte — „Disposi- 
tion“ — der Ort der Implantation usw. wichtig) In ihrer 
Vermehrung liegt aber gerade die Quelle ihres Jungbrunnens. 
Darin könnte eine der Ursachen für die Zunahme der Malignität 
(„Virulenz“) — Fähigkeit zu raschem Wachstum gelegen sein, die 
wir bei Impftumoren nach mehrmaliger Passage, bei Spontan- 
tumoren hie und da plötzlich nach einer Periode mäßigen 
Wachstums auftreten sehen. Diese Vorstellungen sollen natür- 
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lich keine restlose „Erklärung“ der Tumorbildung sein, für 
die gewiß noch besondere, in der inneren Organisation. der 
Zelle gelegene Ursachen anzunehmen sind; wir möchten sie 
bloß als eine der verschiedenen Möglichkeiten hinstellen, welche 
die Entstehung bösartiger Geschwülste unserem Verständnis 
näher bringen können. 

Bei freilebenden Zellen, namentlich solehen, deren Ober- 
fläche im Vergleich zur Masse relativ groß ist (z. B. Bakterien), 
genügt eine fortgesetzte teilweise Neubildung von Membran- 
oberfliche durch Zellteilung, um sie ewig jung zu erhalten. 
Sobald dagegen die Zellen größer sind und außerdem zu Ver- 
bänden (vielzelligen Organismen) zusammentreten, wird einer- 
seits die Zellteilung eine weniger intensive (da durch gegen- 
seitige Beeinflussung und Beengung Nahrungsaufnahme und 
Stoffwechsel erschwert werden), andererseits der Effekt einer 
Teilung in bezug auf die Membran ein geringerer (weil die 
neugebildete Oberfläche nur ein kleiner Teil der Gesamtober- 
fläche der Zelle ist, auch oft zwischen den Tochterzellen keine 
neuen Lymphspalten auftreten). Diese Zellen sind daher früher 
oder später dem Absterben geweiht; sollen sie dennoch dauernd 
bestehen, so kann dies nur geschehen, wenn von Zeit zu 
Zeit eine radikale Verjüngung durch vollständige 
Neubildung der Membran und Lostrennung der Zelle 
aus dem Mutterverbande, eine Wiedergeburt des In- 
dividuums erfolgt, wie wir sie in der Fortpflanzung 
tatsächlich antroflen. 

Wir übersehen natürlich nicht, daß bei der Fortpflanzung 
auch noch cine Reihe anderer Momente eine Rolle spielen und 
ihr für die Entwicklung und Erhaltung der Lebewesen größte 
Bedeutung verleihen. 

Die Undurchlässigkeit der Zellenmembran erfährt in ge- 
wissen Fällen eine Ausnahme; zum Teil dürfte es sich hierbei 
freilich nur um scheinbare Ausnahmen handeln. Es ist eine 
lange bekannte Tatsache, daß zellfremde Partikelchen von 
manchen Zellen aufgenommen werden. Insofern hierbei lebende 
Parasiten vorliegen, die meist mit guter Eigenbewegung aus- 
gestattet sind, ist das Durchdringen derselben durch die Membran 
leicht verständlich; die an einer kleinen Stelle durchlöcherte 
Membran schließt sich hinter dem Eindringling wieder (ver- 
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klebt), die Intaktheit der Zelle wáre somit wieder hergestellt, 
wenn nicht der auf Kosten des Zelleiweißes wachsende Parasit 
die Zelle meist rasch zerstören würde. 

Schwieriger ist die Deutung derjenigen Vorgänge, die als 
Phagocytose bekannt sind, bei der gleichfalls größere Teil- 
chen wie Bakterien, fremde Zelltrümmer und ähnliches aktiv 
von der Zelle aufgenommen werden. Wir sehen hier von dem 
Problem der Beweglichkeit des Zellplasmas ganz ab und möchten 
nur die Folgen in Betracht ziehen, die das Eindringen ganz 
fremden Eiweißes für eine Zelle haben muß und wie ein solcher 
Vorgang möglich ist, ohne daß hierdurch die chemische Kon- 
stitution, der artspezifische Bau des Zelleiweißes verwischt wird? 
Wir müssen bei derartigen Phänomenen wohl zwei Grundtypen 
unterscheiden: Entweder hält die Zelle ihre Individualität streng 
aufrecht und zerstört das fremde Eiweiß so weit, daß sie es als 
unspezifischen Baustein für ihre eigenen Synthesen verwenden 
kann, oder sie vermischt sich mehr oder weniger mit noch 
spezifisch gebauten Abbauprodukten des fremden Eiweißes, in 
welchem Falle sie ihre Artreinheit verliert und meist schnell 
zugrunde geht. 

Für die erste Möglichkeit geben uns u. a. die Protozoen 
Beispiele, etwa Amöben, die fremdes Eiweiß (Bakterien) in 
ihr Plasma aufnehmen. Diese Aufnahme kann nur eine schein- 
bare sein, d.h.es muß stets zwischen Fremdkörper und Zell- 
eiweiß noch eine Membran, vermutlich durch Einstülpung von 
der Außenmembran der Zelle ableitbar oder vielleicht um das 
fremde Eiweiß durch Fällungen (frisch sich bildend) sich be- 
finden, die die Vermischung nach Art spezifischer Spaltprodukte 
des zu verdauenden Körpers mit den eigenen Eiweißteilchen 
verhindert und nur tiefere (dialysierende) Abbauprodukte ins 
Protoplasma durchtreten läßt. Derartige Fremdkörper befinden 
sich somit in einer Art von Magen, der sich spontan um sie 
gebildet hat, und gerade deshalb unter Bedingungen, die für 
ihre Aufspaltung günstig sind. Denn alle entstehenden niederen 
Abbauprodukte diffundieren rasch durch die Membran in das 
umgebende Zelleiweiß, so daß Platz für weitere Hydrolysen- 
produkte wird; vielleicht gelangen auch aus der Zelle stärker 
abbauend (lösend) wirkende Abbauprodukte in diesen endocellu- 
lären Magen hinein. 
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Es ist uns nicht bekannt, wie weit diese Annahme auch 
histologisch gestützt ist, wir möchten sie hier geradezu als eine 
biochemische Notwendigkeit hinstellen, die erfüllt sein muß, 
wenn nicht artfremde Eiweißbestandteile in das Zellplasma ge- 
langen und seinen spezifischen Aufbau stören sollen. 

Für den zweiten Typus liefern uns Zellen, wie die Phago- 
cyten des tierischen Organismus, ein Beispiel, von denen be- 
kannt ist, daß sie einem baldigen Untergang geweiht sind. 
Hier sprechen die Beobachtungen dafür, daß in diesen Zellen 
tatsächlich eine Auflösung fremder Eiweißkörper im Plasma 
(ohne Zwischenmembran) erfolgt und zu einer Vermischung 
(Adsorption) noch spezifischer, zellfremder Abbauprodukte mit 
dem arteigenen Eiweiß führt. Auf die Bedeutung dieses Phä- 
nomens werden wir in unserer nächsten, den Immunitäts- 
problemen bestimmten Arbeit zurückzukommen haben. Hier 
möchten wir nur betonen, daß eine derartige Beimischung 
fremder Elemente mit dem Aufrechterhalten des spezifischen 
Baues der Zelle nicht vereinbar ist und derartige Zellen nicht 
mehr artrein-fortpflanzungsfähig sein können. 

Daß die Phagocytose nicht stets mit der Auflösung des 
aufgenommenen Teilchens enden muß und daß auch, sofern es 
sich um noch lebende Zellen handelt, umgekehrt der Eindring- 
ling (der ja durch seine Membran geschützt ist), auf Kosten 
der Zelle sich ernähren und vermehren kann, erhellt aus ge- 
wissen bakteriologischen Tatsachen (Vermehrung mancher Mikro- 
organismen im Innern der Phagocyten und anderen Zellpara- 
siten). 

Wir möchten hier noch auf eine biologisch sehr wichtige 
Frage näher eingehen, die sog. Sekretion vieler Zellen. Die- 
selbe besteht in der Regel darin, daß das vorher in der Zelle 
durch Synthese gebildete Eiweiß (oder andere Zellsubstanzen) 
entweder plötzlich oder allmählich aufgespalten und in Form 
mehr oder wenig hoher Bausteine („Fermente“) abgegeben wird. 
Handelt es sich um dialysierende Stoffe, so ist deren Austritt 
aus der Zelle durch die intakte Membran möglich. Meist wird 
die Membran aber an einer Zellseite aufgelöst, so daß auch 
kolloidale Bestandteile der Zelle (Eiweiß, Mucin usw.) nach 
außen gelangen können und gleichzeitig der Ablauf des Sekre- 
tionsprozesses wesentlich beschleunigt wird. Diese Auflösung 
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der Membran ist eine fast notwendige Folge der Ansammlung 
der (meist stark hydrolytisch wirksamen) Spaltprodukte im 
Innern der Zelle. Es erhebt sich aber die Frage, wieso es 
möglich ist, daß in der Zelle plötzlich die Synthese durch eine 
so energische Abspaltung abgelöst wird. Dort, wo diese Vor- 
gänge ganz allmählich sich ablösen, sind sie meist durch che- 
mische Umsetzungen bedingt, die ihrerseits in den inneren und 
äußeren Lebensbedingungen der Zelle begründet sein können. 
Im tierischen Organismus hat dagegen ein anderer Mechanismus 
ausgedehnte Verwendung gefunden, die Sekretion unter dem 
Einfluß nervöser-(elcktrischer) Einwirkungen. 

Wir müssen hier einige Worte darüber sagen, wie wir uns 
die Wirkung nervöser „Reize“ auf die Zelle vorstellen. Ge- 
wöhnlich begnügt sich die Physiologie ja damit, diese Reize 
nachzuweisen und je nach ihrem Effekt als „sekretorische“, 
„trophische“, „motorische“ usw. zu benennen. 

Wie kommt der Nervenstrom zustande und welche Wir- 
kungen muß er in der Zelle auslösen? Es ist schon bekannt, 
daß lebende Organismen chemische Energie in elektrische 
Ströme umwandeln können. Andererseits ist bekannt, daß 
durch den elektrischen Strom chemische Umsetzungen im Or- 
ganismus hervorgerufen werden. Wir dürfen ferner annehmen, 
daß die Nerven Leiter elektrischer Energie sind. Auf Grund 
dieser Erwägungen möchten wir die Existenz von Nerven- 
strömen annehmen, ohne daß wir auf die Natur dieser Ströme 
(die bekanntlich von den gewöhnlichen elektrischen Strömen 
in mancher Hinsicht abweichen) hier näher eingehen können), 
Als Quelle dieser Ströme scheinen uns Potentialdifferenzen 
in Betracht zu kommen, deren Existenz durch das Vorhanden- 
sein semipermeabler Membranen ermöglicht wird. Dics macht 
. uns verständlich, daß für den Ablauf der Lebensvorgänge ioni- 
sierte Salzlösungen unumgänglich notwendig sind. Anderer- 
seits ist es naheliegend, anzunehmen, daß als Folge der Nerven- 
funktion, d.h. der Zuleitung elektrischer Energie zu bestimm- 
ten Zellen oder Geweben, chemische Prozesse beeinflußt wer- 


1) Auf weitere Einzelheiten und eine nähere Begründung der hier 
skizzierten Auffassung der Nerventätigkeit hoffen wir später zurückzu- 
kommen. 
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den. So dürfte vielleicht eine Erhöhung der Dissoziation in 
gewissen Zellen oder Zellteilen als Wirkung diescr Nerven- 
ströme eintreten, wodurch hydrolytische Vorgänge in Gang 
gesetzt resp. beschleunigt werden können. Die spezifi- 
schen Drüsensekrete wären somit, soweit sie 
überhaupt durch nervöse Einflüsse zustande kom- 
men, nichts anderes als die Produkte der durch 
Nervenströme in den Drüsenzellen stattfindenden elek- 
trolytischen Aufspaltungen der Drüsensubstanzen. 

Die hier entwickelten Vorstellungen stimmen mit den in 
der Biochemie bereits genügend eingebürgerten Anschauungen 
über die große Bedeutung der Ionen für alle Lebensvorgänge 
überein, die in den ionisierten Salzlósungen den wesent- 
lichen Träger der Energie des tierischen Organismus erblicken. 
Wir verstehen auch die so reichliche Versorgung aller Drüsen 
mit Geflechten des sympathischen Nervensystems und die Be- 
deutung, die den Nerven und namentlich der Beschaffen- 
heit der stromliefernden Zellen in Physiologie und Pathologie 
der Drüsen zukommt. 

Die gleichzeitig mit der Erregung der Drüsenzellen einher- 
gehende Erweiterung der zugehörigen Blutgefäße (ebenfalls 
durch sympathische Nervenreize bedingt) hat eine ausgiebige 
Flüssigkeitszufuhr zu den sezernierenden Zellen zur Folge. Die 
Dissoziation der Salze in (und zum Teil auch zwischen!) den 
Zellen und die sekundär dadurch hervorgerufenen hydrolyti- 
schen Aufspaltungen erhöhen den osmotischen Druck in der 
Zelle (und im ganzen Gewebe) und führen zum Eintritt von 
Wasser (evtl. auch darin gelöste Abbauprodukte, Salze usw.) 
aus dem Blut in die Zelle; sie vermehren dadurch die Menge 
des Sekretes und können es wohl auch in seiner chemischen 
Zusammensetzung modifizieren. 


Untersuchungen über den Kohlenhydratstoffwechsel an 
der überlebenden Hundeleber. 


Von 
J. Abelin und J. M* de Corral. 


(Aus dem physiologischen Institut der Universität Bern.) 
(Eingegangen am 10. Mai 1917.) 


Die Untersuchung der Beziehungen zwischen der Ver- 
arbeitung von Eiweißabbauprodukten, speziell Pepton, und der 
Lebertätigkeit, insbesondere dem Kohlenhydratstoffwechsel der 
Leber war bereits Gegenstand zahlreicher Arbeiten aus diesem 
Institute. Asher und Barbera?!) haben gezeigt, daß die intra- 
venóse Injektion von Pepton eine vielfache VergróBerung der 
Gallenabscheidung bewirken kann. Sie bringen diese Tatsache 
in Zusammenhang mit dem von Starling?) erbrachten Nach- 
weis, daß die nach Peptoninjektion eintretende vermehrte 
Lymphbildung aus der Leber stammt. Die erhöhte Gallen- 
absonderung, sowie die gesteigerte Lymphbildung sprechen 
dafür, daß durch Pepton die Leber zu einer vermehrten Tätig- 
keit angeregt wird, entsprechend der Asherschen Theorie der 
Lymphbildung. A. Loeb) kommt ebenfalls zum Schluß, daß 
Pepton einen Reiz auf die Leber auslöst. Am Gallenfistelhund 
konnte er nachweisen, daß die Verfütterung von Pepton eine 
erhöhte Gallenabsonderung bewirkt. Pletnew‘) fand, daß unter 
dem Einfluß von Pepton die Zuckerassimilationsgrenze von 
Hunden wesentlich herabgesetzt wird und daß gleichzeitig auch 
Gallenfarbstoff im Harn auftritt. Die Fütterungsversuche von 


1) Asher und Barbera, Zeitschr. f. Biol. 18, 1897. 
2) Starling, Journ. of Physiol. 17, 37. 

3) A. Loeb, Zeitschr. f. Biol. 55. 

4) Pletnew, diese Zeitschr. 21, 355. 


J.Abelin u.J.Ma-deCorral: Kohlenhydratstoffw.a.d.überleb.Hundeleber. 63 


A. Tschannen') haben ergeben, daß Pepton als einzige Nah- 
rung die Leber von Ratten praktisch glykogenfrei macht- 
Setzt man der Peptonnahrung geringe Mengen von Kohlen- 
hydraten hinzu, so findet man dennoch in der Leber nur ge- 
ringe Glykogenmengen vor. Erst sehr reichliche Gaben von 
Zucker oder Casein können den Einfluß des Peptons zurück- 
drängen. 

Ebenso wie Pletnew sah auch Tschannen das Auftreten 
von Gallenfarbstoff im Harn, wohl infolge eines unzweifelhaften 
Leberreizes. Pletnew und Tschannen bringen diese Erschei- 
nung in Zusammenhang mit der bereits früher von Böhm?) 
gemachten Beobachtung, daß das mikroskopische Aussehen der 
Leber ein verschiedenes ist, je nachdem Eiweiß oder Eiweiß- 
abbauprodukte verfüttert werden. All diese Versuche wurden 
am lebenden Tier ausgeführt. Es war von Interesse, auch das 
Verhalten der überlebenden Leber zu untersuchen. In dieser 
Richtung wurden von H. B. Richardson?) Versuche ausgeführt. 
Zu seinen Versuchen wählte Richardson die Schildkröten- 
leber, weil diese nach den Erfahrungen von Grube viel leichter 
als die Warmblüterleber im überlebenden Zustand zu unter- 
halten ist. Die Schildkrötenleber hat noch den großen Vorzug, 
daß sich an ein und demselben Organstück gleichzeitig Parallel- 
versuche ausführen lassen. Die beiden Hälften der Schild- 
krötenleber lassen sich experimentell voneinander vollständig 
trennen und deshalb auch gesondert durchströmen. Richard- 
son kam zum Ergebnis, daß die Durchströmung der Schild- 
krötenleber mit einer peptonhaltigen Ringer-Zuckerlösung die 
Glykogenbildung in ausgesprochener Weise hemmt. 

Als Fortsetzung und Ergänzung all dieser Befunde galt 
es, die überlebende Warmblüterleber auf ihr Verhalten dem 
Pepton und tieferstehenden Eiweißabbauprodukten gegenüber 
zu prüfen. Über Versuche dieser Art an der überlebenden 
Kaninchenleber hat der eine von uns im Bd. 74 dieser Zeit- 
schrift berichtet‘). Es hat sich dabei gezeigt, daß die Durch- 


1) A. Tschannen, diese Zeitschr. 59, 202. 

2) Böhm, Zeitschr. f. Biol. 51. 

3) H. B. Richardson, diese Zeitschr. 70, 171. 

4) J. Abelin, Untersuchungen über den Kohlenhydratstoffwechsel 
an der überlebenden Kaninchenleber. Diese Zeitschr. 74, 248. 
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strómung der Kaninchenleber mit einer Pepton-Tyrodelósung 
auf den Glykogengehalt der Leber keinen nennenswerten Ein- 
fluB hat, indem durch Pepton weder der Zuckergehalt der 
durchstrómten Lósung zunimmt, noch der Glykogenbestand der 
Leber vermindert wird. Auch das Adrenalin, das in vivo eine 
so mächtige Wirkung auf den Zuckerhaushalt des Organismus aus- 
übt, hat sich an der überlebenden Kaninchenleber ohne Wirkung 
auf den Glykogenabbau gezeigt. Bei der Beurteilung dieser Ergeb- 
nisse mußte man sich allerdings fragen, inwieweit gerade die Ka- 
ninchenleber zum Studium der Peptonwirkung geeignet ist. Aus 
zahreichen anderen Versuchen ist bekannt, daß das Kaninchen 
gegen Pepton sozusagen immun ist. Während beim Hund bekannt- 
lich die intravenöse Injektion von Pepton das Blut ungerinnbar 
macht, bleibt diese beim Kaninchen nach Gley*) und Persano?) 
fast wirkungslos. Diese gerinnungshemmende Wirkung der intra- 
venösen Peptoninjektionen wird als ein vitaler Vorgang auf- 
gefaßt, bei dem die Leber einen regen Anteil nimmt. Die 
gleiche Infusion hat also beim Kaninchen und Hund einen 
ganz verschiedenen Effekt. Auch in bezug auf die Erschei- 
nungen des anaphylaktischen Choks zeigt das Kaninchen ein 
anderes Verhalten wie eine Reihe anderer Tiere. 

Bei diesem Sachverhalt haben wir es für geboten gefun- 
den, Peptondurchströmungen an der überlebenden Hunde- 
leber vorzunehmen, um einen besseren Einblick in den Mecha- 
nismus der Peptonwirkung auf den Kohlenhydratstofiwechsel der 
Leber zu gewinnen und um das abweichende Verhalten der 
Kaninchenleber weiter zu erforschen. Wir haben dabei auch 
in einem besonderen Versuch die Wirkung des Adrenalins auf 
die überlebende Leber weiter verfolgt. 

Bei diesen Versuchen benutzten wir genau die gleiche 
Technik, wie sie in der früheren Arbeit beschrieben ist. Die 
Durchströmungsflüssigkeit kam auf dem Wege der vena porta 
oder eines ihrer der Leber nahegelegenen Seitenzweige in die 
Leber und floß durch die vena cava sup. ab. 

Der bei den früheren Versuchen benutzte einfache Apparat 
hat sich auch bei den Durchströmungsversuchen der Hunde- 


1) Gley, Compt. rend. Soc. Biol. 48, 658. 
2) Persano, Arch. ital. d. Biol. 37, 1902. 
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leber gut bewährt. Der Apparat ist in der zitierten Arbeit ab- 
gebildet und beschrieben. Die Leber wurde nach der Methode 
von Pflüger!) auf Glykogen verarbeitet, die Zuckerbestimmung 
erfolgte nach Bertrand. 

Zum Enteiweißen der Flüssigkeiten benutzten wir kolloid. 
Eisenhydroxyd nach Michaelis und Rona, und zum Ent- 
fernen von Pepton Hg-Nitrat nach der Methode von Patein und 
Dufau?). 

Wir möchten noch bemerken, daß sich zur Ausflockung 
des kolloid. Eisenhydroxyds das Natriumacetat als vortreff- 
lich geeignet erwies. Die schwach alkalische Reaktion des 
Natriumacetats bedingt kaum diese Ausflockung, denn eine 
Lösung von Natriumcarbonat oder Natriumbicarbonat erweist 
sich als unwirksam. Die Anwendung des sonst sehr brauch- 
baren MgSO, verbietet sich in diesem Fall, denn beim Kochen 
mit der alkalischen Tartratlösung fällt das Mg(OH), aus und 
verunreinigt den Kupferoxydulniederschlag. 

Die Versuche wurden so ausgeführt, daß die in situ be- 
findliche Leber einige Zeit mit Tyrodelösung ausgewaschen und 
die Waschflüssigkeit auf ihren Zuckergehalt analysiert wurde. 
Dann wurde ein Leberlappen mit einem weichen Wollfaden 
sorgfältig abgebunden und sofort auf Glykogen verarbeitet. 
Jetzt begann die Durchströmung mit der zu prüfenden Lösung, 
wobei die abfließende Flüssigkeit ebenfalls auf Zucker analy- 
siert wurde. Auf diese Weise konnte festgestellt werden, ob 
der Zusatz der betreffenden Substanz den Glykogenabbau be- 
einflußt und in welchem Sinne Am Schlusse des Versuches 
wurde der Leberrest ausgeschnitten und sein Glykogengehalt 
ermittelt. Durch den Vergleich mit dem Glykogengehalt des 
vorher abgebundenen Leberlappens konnte man die stattge- 
fundene Glykogenabnahme bestimmen. 

Durchblickt man die unten mitgeteilten Versuche und ver- 
gleicht man diese mit den beim Kaninchen gefundenen Resul- 
taten, so kommt man zum Schluß, daß das Pepton in viel 
höherem Maße den Glykogenbestand der überlebenden 
Hundeleber vermindert, als es bei der überlebenden 
Kaninchenleber der Fall ist. 

1) Handb. d. biochem. Arbeitsmethoden von Abderhalden 2, 164. 


3) Ibid. 8. 183. 
Biochemische Zeitschrift Band 83. 5 
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Im Versuch 1 trat unter dem Einfluß einer 85 Minuten 
dauernden Durchströmung mit der 3°/, Pepton enthaltenden 
Tyrodelósung eine Verminderung des Glykogengehaltes von 
15,90 auf 11,80°/, ein, während sie bei den Kaninchenversuchen 
die Werte von 0,24 bis 1,02°/, nicht überstieg (vgl. Versuche 8 
und 9 der früher veröffentlichten Arbeit, S. 263). 

Auch im Versuch 2 fand eine sehr erhebliche Glykogen- 
abnahme statt, von 0,092°/, auf 0,023°/,, also fast /,. Wir 
möchten aber diesem Versuch keine zu hohe Beweiskraft bei- 
messen, weil aus unbekannter Ursache der Glykogengehalt der 
Leber abnorm niedrig war. In dem ganzen, 206 g schweren 
Leberrest konnten nur 0,06 g Glykogen gefunden werden, in 
dem abgebundenen Leberlappen (20,9 g) bis 0,19 g Glykogen, 
also ganz minimale Zahlen. Auch die Perfusionsflüssigkeit, die 
gewöhnlich 0,2 bis 0,3°/, Zucker enthält, zeigte einen Zucker- 
gehalt von nur 0,077°/,. 

Deutlich beweisend ist aber der Versuch 3. Während der 
anfänglichen 13 Minuten dauernden Durchströmung der Ge- 
samtleber trat eine Erhöhung des Zuckergehaltes der durchge- 
strömten Flüssigkeit von 0,397°/, ein. Während der folgenden 
16 Minuten langen Durchströmung war die Vermehrung des 
Zuckergehaltes 0,241°/ Nun wurde die Durchströmung mit 
Pepton + Tyrode begonnen: der Zuckergehalt der durchge- 
strömten Am, geht sofort in die Höhe und Kap von 
0,241°/, auf 0,414°/ 

Während der ra Periode, wo nur Tyrodelösung ge- 
braucht wurde, wurden 3,80 g Glykogen ausgewaschen, während 
der Peptonperiode 5,46 g Glykogen. Das Auswaschen mit 
Pepton dauerte 8 Minuten länger als das Auswaschen mit Ty- 
rode. Es ist aber zu berücksichtigen, daß die 3,8 g Glykogen 
aus der ganzen Leber entfernt wurden, die 5,46 g nach Pepton — 
aus dem Leberrückstand, nach Abtrennung des 44,5 g schweren 
Leberlappens. 

Dieser Versuch zeigt, daß die Durchströmung mit Pepton 
einen Reiz auf die überlebende Hundeleber auslöst, und zwar 
- in dem Sinne, daß ein vermehrter Glykogenabbau stattfindet, 
wie es Tschannen am Gesamttier und Richardson an der 
überlebenden Kaltblüterleber festgestellt haben. 

Versuch 4 betrifft den Einfluß des Adrenalins auf die 
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künstlich durchstrómte überlebende Hundeleber. Wie bereits 
erwähnt, haben die Versuche an der Kaninchenleber ergeben, 
daß der Zusatz von Adrenalin zur Durchströmungsflüssigkeit 
keine Wirkung auf den Glykogenbestand der Leber hat. Da 
aber, wie bekannt, sogar geringe Mengen von Adrenalin sub- 
kutan oder intravenös injiziert einen mächtigen Schwund von 
Glykogen bewirken, so wurde der Schluß gezogen, daß es sich 
hierbei um einen vitalen Vorgang handelt, der sich nur am 
intakten Organismus abspielt und der der überlebenden Ka- 
ninchenleber fehlt. Diese auffallende Erscheinung wurde mit 
den Beobachtungen von Hofmeister über den histophysiolo- 
gischen Mechanismus des Glykogenschwundes und mit den 
Befunden von Macleod und Pearce!) über den Glykogen- 
effekt der Reizung der Portalnerven bei An- und Abwesenheit 
der Nebennieren in Zusammenhang gebracht. Wie Versuch 4 
zeigt, läßt sich an der Hundeleber ebensowenig wie an der 
Kaninchenleber irgendwelche Wirkung des Adrenalins feststellen. 
Während der 25 Minuten der Durchströmung mit zuckerhaltiger 
Tyrode wurden 3,58 g Glykogen aus der Leber ausgewaschen, 
während der 33 Minuten dauernden Adrenalindurchströmung 
1,35 g Glykogen. Von einem verstärkten Glykogenabbau ist also 
gar keine Rede. Der Glykogengehalt des Leberlappens (vor der 
Adrenalindurchströmung) und des Leberrestes (nach Adrenalin- 
durchströmung) differiert nur um 0,43°/,, während bei den 
Peptonversuchen die Differenz 1,54°/, und 4,10°/, betrug. 

Dieser Versuch ist für uns in der Hinsicht interessant, in- 
dem er uns wieder zeigt, daß bei unserer Arbeitsweise die Leber 
für gewisse Vorgänge überlebend erhalten bleibt und daß auch 
bei länger dauernder künstlicher Durchströmung der Glykogen- 
bestand der Leber nur unwesentlich leidet. Dieser Versuch, 
sowie die Kontrollversuche an der Kaninchenleber (vgl. Ver- 
suche Nr. 2, 3 und 4) bekräftigen auch die Ergebnisse der 
Peptondurchströmung und zeigen unzweideutig, daß es sich bei 
der Wirkung des Adrenalins auf das Leberglykogen um einen 
schr komplizierten Vorgang handelt, der sich aber nicht an 
der überlebenden Säugetierleber hat reproduzieren lassen. 


1) Macleod und Pearoe, Proceed. Soc. Experim. Biol. and Med. 
8, 19 bis 21. 
5* 
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Versuch 1, . 


Hund. Die Einlaufskanüle wurde in einen Seitenzweig 
der vena-porta eingebunden. Temperatur der Durchströmungs- 
flüssigkeit 38,5% Druck 35 mm Hg. Zuerst ausgewaschen 
mit 1 Liter zuckerfreier Tyrode, dann wurde ein Leberlappen 
abgebunden und die Leber während 85 Minuten mit einer 
3°, Pepton enthaltenden Tyrodelösung durchströmt. 

Die Menge der durchgeströmten Flüssigkeit beträgt 2400 ccm. 
Nach Schluß der Durchströmung wurde die Leber ausgeschnitten 
und das Glykogen quantitativ bestimmt. 

Analysen. 1 ccm der verwendeten KMnO,-Lösung ent- 
sprach genau 10 mg Cu. 

Peptonlösung. Enteiweißen nach Patéin und Dufau. 
100 com Peptonlösung + 50 com Hg(NO,),-Lösung + Alkali, 
aufgefüllt auf 200 ccm. 

20 ccm des Hg-freien Filtrates verbrauchten nach Ber- 
trand 5,05 ccm KMnO,. Kontrolle: 5,10 com. Mittel 5,075 ccm. 
Zuckergehalt 0,256°/,. Mit den 2400 ccm wurden somit 6,14 g 
Zucker, entsprechend 5,7 g Glykogen ausgewaschen. 

Leberlappen. Gewicht 32,2 g. Glykogenbestimmung nach 
Pflüger. Aufgefüllt auf 500 ccm. Zur Zuckerbestimmung 
wurden 5 ccm dieser Verdünnung genommen. KMnO, ver- 
braucht 10,4 cem. Kontrolle: 10,5 ccm. Mittel 10,45 cem. Gly- 
kogengehalt 15,9°/,. 

Leber. Gewicht 275 g, zur Analyse kommen 252 g. Nach 
der Zerstörung mit Kalilauge, Fällen des Glykogens und Hy- 
drolyse mit HCl wurde der Kolbeninhalt auf 1000 com ver- 
dünnt. 100 ccm dieser Lösung wurden dann auf 500 ccm ver- 
dünnt und von dieser Verdünnung 10 ccm analysiert. KMnO, 
verbraucht 11,9 ccm. Kontrolle: 12,1 ccm. Mittel 12,0 cem. 
Glykogengehalt 11,80°/,. 


Versuch 2. 

Hund, 8,7 kg schwer. Durchströmung mit zuckerfreier 
Tyrodelösung (Flüssigkeit 1), dann Abbindung eines Leber- 
lappens und Durchströmung mit zuckerfreier Tyrode, die 3°/, 
Pepton enthält (Flüssigkeit 2). Glykogenanalyse im Leber- 
lappen und in der Leber. t= 39 bis 40°, p = 25 bis 27 mm Hg. 
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Flüssigkeit 1. Durchstrómungsdauer 20 Minuten, Menge 
1050 cem. Enteiweißen nach Rona: 100 ccm Flüssigkeit + 
15 ccm Fe(OH), + 10 ccm H,O. 20 ccm des Filtrates ver- 
brauchten 2,5 com KMnO,. Kontrolle: 2,5 cem KMnO,. Zucker- 
gehalt 0,0772°/,. Mit den 1050 ccm ausgewaschen 0,81 g Zucker, 
entsprechend 0,75 g Glykogen. 

Peptonlösung (Flüssigkeit 2). Dauer der Durchstrómung 
80 Minuten. Menge 2420 cem. 100 cem + 50 com Hg(NO,), + 
Alkali, aufgefüllt auf 200 ccm. Analysiert 20 ccm des Filtrates. 
Zuckergehalt: unbestimmbare Spur. 

Glykogenanalyse des Leberlappens. Gewicht 24 g, 
zur Analyse kamen 20,9 g. Gesamtpermanganatverbrauch 
4,14 ccm, entsprechend 0,0207 g Zucker und 0,0192 g Glykogen. 
Glykogengehalt 0,0918°/,. 

Glykogenanalyse der Leber. Gewicht 265,5 g, analy- 
siert 206 g. Verbraucht insgesamt 12,02 cm? KMnO,, ent- 
sprechend 0,0643 g Zucker und 0,0596 g Glykogen. Glykogen- 
gehalt der Leber 0,0289°/,. 


Versuch 3. 


Hund, 11,8 kg schwer. Auswaschen der Gesamtleber mit 
zuckerhaltiger Tyrodelósung. Während der ersten 13 Minuten 
wurden 875 cem (Flüssigkeit 1), während der nachfolgenden 
16 Minuten 260 ccm (Flüssigkeit 2) gesammelt. Dann wurde 
ein Leberlappen abgebunden und die Durchströmung mit der 
peptonhaltigen Tyrodelösung begonnen. Während der ersten 
30 Minuten wurden 1005 ccm gesammelt (Flüssigkeit 3), wäh- 
rend der nachfolgenden 17 Minuten — 605 cem (Flüssigkeit 4) 
Ausschneiden des Leberrestes und Analyse des Glykogens 
t= 38 bis 39% p=30 mm Hg. 

Titerstellung der KMnO,-Lösung. 1ccm entspricht 
9,5 mg Cu. 

Analyse der Tyrodelósung vor der Leberdurchstró- 
mung. 20 cem verbrauchten 4,05 ccm KMnO,, 20 ccm ver- 
brauchten 4,30 com. Mittel 4,18 ccm. Zuckergehalt 0,099°/,: 

Flüssigkeit 1. Enteiweißen nach Michaelis und Rona. 
100 cem + 20 ccm Fe(OH), + 5 cem H,O + Na-Acetat (fest), 
20 ccm des Filtrates verbrauchten 15,3 ccm KMnO,. Kontrolle: 
15,20 cem. Mittel 15,25 ccm. Zuckergehalt 0,496°/,. 
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Flüssigkeit 2. 100 cem + 20 ccm 
Fe(OH), +5 ccm H,O + Na-Acetat 
(fest). 10 ccm des Filtrates verbrauch- 
ten 10,85 cem KMnO,. Kontrolle: 
10,80ccm. Mittel10,825 cem. Zucker- 
gehalt 0,34°/,. 

Mit den Flüssigkeiten 1 und 2 wur- 
den total 4,10 g Zucker = 3,80 g Gly- 
kogen ausgewaschen. 

Flüssigkeit 3. Enteiweißen nach 
Patéin und Dufau. 100ccm Flüssig- 
keit 4-40 com Hg(NO,), + Alkali, auf- 
gefüllt auf 200ccm. 10 ccm des Fil- 
trates verbrauchten 5,55ccm KMnO.. 
Kontrolle: 5,40 com. Zuckergehalt 
0,526°],. 

Flüssigkeit 4. 100ccm +-40ccm 
Hg(NO,), + Alkali, aufgefüllt auf 
200 ccm. 10ccm des Filtrates ver- 
brauchten 4,22 ccm KMnO,. Kon- 
trolle: 4,30 cem. Mittel 4,26 cem. 
Zuckergehalt 0,404 °/,. 

Mit Flüssigkeit 3 und 4 total aus- 
gewaschen 5,89 g Zucker = 5,46 g 
Glykogen. 

Analyse der Peptonlösung 
vor der Leberdurchströmung. 
100ccm+-40 ccm Hg(NO,),—+ Alkali, 
aufgefüllt auf 200 ccm. 20 ccm des 
Filtrates verbrauchten 2,4 cem. Kon- 
trolle: 2,4ccm. Zuckergehalt0,112°/,. 

Glykogenanalyse des Leber- 
lappens. Gewicht 44,5 g. Verdinnt 
auf 500ccm. Analysiert 20cem. Ver- 
braucht KMnO, 17,25ccm. Kontrolle: 

17,15 cem. Mittel 17,20 ccm. Gly- 
kogengehalt 4,72°/,. 

Glykogenanalyse der Leber. 
Gewicht471g. Verdünntauf 1000ccm. 
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250 ccm dieser Verdünnung wurden wieder auf 500 ccm ver- 
dünnt, davon kamen 10 ccm zur Analyse. Verbraucht 15,4 ccm 
KMnO,. Kontrolle: 15,6 cem. Mittel 15,5 cem. Glykogengehalt 
3,176°],. 


Versuch 4. 


Hund, 7 kg. Leberdurchströmung mit zuckerhaltiger Ty- 
rodelösung. Flüssigkeit 1: Menge 705 ccm, Dauer der Durch- 
strömung 18 Minuten. Flüssigkeit 2: Dauer der Durchströmung 
7 Minuten. Menge 975 ccm. Dann Abbindung eines Leber- 
lappens und Durchströmung mit adrenalinhaltiger Tyrodelösung. 
Zu 1970 ccm der nämlichen Tyrodelösung wurden 15 ccm Adre- 
nalin 1:1000 zugesetzt. Während 18 Minuten wurden 630 ccm 
(Flüssigkeit 3), während weiterer 15 Minuten 525 cem (Flüssig- 
keit 4) gesammelt. Glykogenanalyse des Leberlappens und des 
Leberrestes. t= 38, p = 25 bis 30 mm Hg. 

Analyse der Tyrodelösung vor der Leberdurchströ- 
mung. 20 cem verbrauchten 3,67 ccm KMnO,. Kontrolle: 
3,70 ccm. Mittel 3,69 ccm. Zuckergehalt 0,087°],. 

Flüssigkeit 1. 100 cem + 25 com Fe(OH), + Na-Acetat. 
20 ccm des Filtrates verbrauchten 14,65 cem. Kontrolle: 14,90 cem. 
Zuckergehalt 0,459°/,. 

Flüssigkeit 2. 100 ccm + 25 ccm Fe(OH), + Na-Acetat. 
20 ccm des Filtrates verbrauchten 7,5 cem KMnO,. Kontrolle: 
7,2 ccm. Mittel 7,35 ccm. Zuckergehalt 0,215°/,. 

Mit den Flüssigkeiten 1 und 2 ausgewaschen 3,86 g Zucker — 
3,58 g Glykogen. i 

Flüssigkeit 3. 100 ccm + 25 cem Fe(OH), + Na-Acetat. 
20 ccm des Filtrates verbrauchten 8,85 cem KMnO,. Kontrolle: 
9,10 ccm. Mittel 8,93 ccm. Zuckergehalt 0,265°/,. 

Flüssigkeit 4. 100 ccm + 25 ccm Fe(OH),-+ Na-Acetat. 
20 ccm des Filtrates verbrauchten 5,32 cem KMnO,. Kontrolle: 
5,55 cem. Mittel 5,44 ccm. Zuckergehalt 0,156°/,. 

Mit den Flüssigkeiten 2 und 3 (adrenalinhaltig) ausge- 
waschen 1,45 g Zucker= 1,35 g Glykogen. 

Glykogenanalyse des Leberlappens. Gewicht 28 g. 
Analysiert 25,5 g. Verdiinnt auf 300 ccm, davon analysiert 
20 ccm. KMnO, verbraucht 4,82 ccm. Kontrolle: 5,03 ccm. 
Mittel 4,92 ccm. Glykogengehalt 1,28%/,. 
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Glykogenanalyse der Leber. Gewicht 213 g. Analy- 
siert 188 g. Verdünnt auf 500 ccm. 125 ccm dieser Verdün- 
nung wurden ihrerseits auf 500 ccm verdünnt. Davon wurden 
20 ccm analysiert. KMnO, 3,60 ccm. Kontrolle: 3,65 ccm. 
Glykogengehalt 0,845°/,. 


Zusammenfassung. 


1. Während die Durchströmung der überlebenden Kaninchen- 
leber mit einer Peptonlösung ohne wesentlichen Einfluß auf 
den Glykogengehalt derselben ist, bewirkt eine Peptondurch- 
strömung der überlebenden Hundeleber eine Verminderung 
des Leberglykogens. 

Letzteres Ergebnis wird in Zusammenhang gebracht mit 
den von anderen Autoren bei Fütterungs- und Durchströmungs- 
versuchen festgestellten Tatsachen, daß a) beim Hund das Pepton 
zu einer gesteigerten Gallenabsonderung und zu einer Herab- 
setzung der Assimilationsgrenze für Kohlenhydrate führt; b) daß 
durch Verfütterung von Glykogen die Rattenleber praktisch 
glykogenfrei ist und c) daß die Peptondurchströmung die Gly- 
kogenbildung in der überlebenden Schildkrötenleber hemmt. 

2. Ebenso wie an der überlebenden Kaninchenleber bleibt 
auch an der überlebenden Hundeleber eine Durchströmung mit 
Adrenalin ohne Wirkung auf den Glykogenabbau. 

Die Erfahrungen an der überlebenden Hundeleber sprechen 
somit ebenfalls dafür, daß der Glykogenschwund nach Adre- 
nalininjektion der Ausdruck eines vitalen Vorganges ist, der 
sich am Gesamtorganismus abspielt, aber an der überlebenden 
Säugetierleber bisher nicht hat reproduzieren lassen. 


Über Fermentbildung. 
4. Mitteilung?). . 


Von 
Martin Jacoby. 
(Aus dem biochemischen Laboratorium des Krankenhauses Moabit 
s in Berlin.) 
(Eingegangen am 16. Mai 1917.) 


Die Ergebnisse der dritten Mitteilung der Studien über 
Fermentbildung bedeuten einen gewissen Abschluß in der Be- 
antwortung der gestellten Frage. Es konnte gezeigt werden, 
daß die Fermentbildung der Bakterien auf einem Nährboden 
von vollkommen bekannter chemischer Konstitution zu er- 
reichen ist, einem Nährboden, der neben bekannten anorgani- 
schen Stoffen nur Glycerin, Ammoniumlactat, asparagin- 
saures Natron und Leucin enthält. 

In dieser kurzen Form gibt die Zusammenfassung jedoch 
nicht vollkommen das Ergebnis der experimentellen Prüfung 
wieder. Man muß sich nämlich erinnern, daß Versuchsreihen 
verschiedener Art diesen Folgerungen zugrunde liegen. Glycerin, 
Ammoniumlactat und asparaginsaures Natron waren vorläufig 
regelmäßig in den Nährboden von mir hineingetan worden, 
weil sie Bestandteile des Nährbodens sind, den Uschinski 
schon vor vielen Jahren als geeignet für das Wachstum vieler 
Bakterien erprobt hatte. Zur Fermentbildung genügte aber 
dieser Nährboden nicht. Dazu war es notwendig, dem Nähr- 
boden Leucin zuzuführen. Andere Versuchsreihen zeigten klar, 
daß ein nicht zu geringer Aminosäuregehalt der Nährböden für 


1) 1. Mitt. diese Zeitschr. 79, 35. — 2. Mitt. 80, 357. — 3. Mitt. 
81, 382, 1917. 
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die Fermentbildung notwendig ist. Unter den Aminusáuren 
muß aber unbedingt das Leucin vertreten sein. Diese wichtige 
Rolle des Leucins für die Fermentbildung hat sich nun bei der 
Fortsetzung der Versuche, wie bei der Bedeutung dieser Er- 
kenntnis gleich vorweg betont werden mag, immer wieder klar 
gezeigt. Zu untersuchen blieb noch, ob das Leucin, wenn es 
nur in genügender Menge vorhanden war, qualitativ vollkommen 
das Bedürfnis für die Fermentbildung decken könnte. Ob 
Ammoniak als solches überhaupt notwendig ist, war bisher 
ebensowenig untersucht worden wie die Notwendigkeit der 
Asparaginsáure. So war es immerhin möglich, daß vielleicht 
eine zweibasische Säure nicht ganz entbehrlich ist. 

Eine besondere Betrachtung erfordert die Rolle der Milch- 
säure und des Glycerins. Festgestellt hatten wir bisher, daß 
die Milchsäure und das Glycerin und ihnen nahestehende Kohlen- 
hydrate die Fähigkeit haben, sehr erheblich die Fermentbildung 
zu steigern. Aber noch unentschieden blieb, ob die Gegenwart 
dieser Substanzen eine unbedingte Vorbedingung für die Ferment- 
bildung ist. 

Damit wären ungefähr unsere nächsten Aufgaben umrissen. 
Ihre Erledigung gestaltete sich naturgemäß viel bequemer als 
die der bereits geklárten Punkte. Denn wir konnten ja jetzt 
von der Basis ausgehen, daß der Uschinski-Nährboden, wenn 
man ihm nur Leucin in ‚genügender Menge zusetzt, vollkommen 
ausreichend für die Fermentbildung ist. Zu untersuchen war 
nur, welche Bestandteile des Uschinski-Nährbodens entbehrlich 
oder ersetzbar sind. Um zunächst die Arbeit zu vereinfachen, 
habe ich die anorganischen Salze in allen Versuchen unver- 
ändert belassen und nur die organischen Bestandteile des 
Nährbodens variiert. Ich bin mir bewußt, daß dieser Verzicht 
nur ein vorläufiger sein kann. Denn es kann später für die 
Erkenntnis der Konstitution der Fermente von Wichtigkeit sein, 
ob und welche Mineralstoffe für ihre Bildung unentbehrlich 
sind. Man braucht ja nur an das Hämoglobin oder das Chloro- 
phyll zu denken, um die Bedeutung des Eintritts dieser Atome 
in organische Moleküle für biologische Probleme nicht zu unter- 
schätzen. Wenn ich vorläufig darauf verzichte, meine Unter-: 
suchungen auf die anorganischen Salze auszudehnen, so ver- 
anlassen mich dazu methodische Bedenken. Aus der Literatur 
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geht unzweifelhaft hervor, daß bei biologischen Untersuchungen 
schon minimalste Spuren von Mineralstoffen gewaltige Wirkungen 
entfalten. Will man sich also vor Täuschungen schützen, so 
muß man mit einer Apparatur und Chemikalien, ja man kann 
sagen mit einer Laboratoriumseinrichtung und mit einer Assistenz 
arbeiten, die die größten Vorsichtsmaßregeln ermöglicht. Nur 
wenn die äußeren Bedingungen die ausreichende Sicherung 
bieten, kann man es wagen, dieses Problem anzugreifen. 

Bei den organischen Stoffen liegt die Sachlage quantitativ 
viel einfacher, und unsere Versuche fielen demnach auch klar 
und beweisend aus. 

Alle Nährsubstrate, die in den Versuchen dieser Mitteilung 
verwandt wurden, waren aus den Gründen, die wir soeben be- 
sprochen haben, in bezug auf die Salze vollkommen gleichmäßig 
zusammengesetzt. Immer kamen auf 100 ccm Wasser: 


Chlornatrium . . . 2 .2.2..068, 

Chlorcalcium . . . . . . . . 001g, 
Magnesiumsulfat . . . . . . 0,04 g, 
Dikaliumphosphat . . . . . . 025g. 


Wie die Nährsubstrate im einzelnen sonst zusammengesetzt 
waren, geht aus der Tabelle hervor, in der wir die Resultate 
zusammengestellt haben. In die Tabelle sind nur Versuche mit 
Kulturen zweiter Generation aufgenommen worden, d. h. mit 
Kulturen, die nicht direkt von Bouillonkulturen abstammen, 
sondern von Kulturen auf demselben Nährboden wie der Ver- 
suchsnährboden abgeimpft sind. In der 3. Mitteilung haben 
wir ausführlich die Gründe auseinandergesetzt, weshalb dieses 
Vorgehen geboten ist, wenn man den Einfluß einer zugesetzten 
Substanz prüfen will. Benutzt man Kulturen erster Generation, 
die also direkt von der Bouillonkultur abgeimpft sind, so muß 
man mit Spuren wirksamer Substanzen rechnen, die man gleich- 
zeitig mit den Bakterien überträgt. Solche Spuren können. 
wie wir gesehen haben, von großem Einfluß auf die Ferment- 
bildung sein. Diese Fehlerquelle wird aber vermieden, wenn 
man Kulturen zweiter Generation anwendet. 

Angewandt wurde immer je 1 ccm der Kultur. Als Leucin 
“ wurde Leucin (Kahlbaum) benutzt, das durch Spaltung aus 
Eiweiß oder eiweißartigen Substanzen gewonnen wird. Natür- 
lich handelt es sich bei diesem käuflichen Leucin um kein 
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chemisch reines Präparat. Da wir aber in der 3. Mitteilung 
ausdrücklich experimentell sichergestellt haben, daß das Kahl- 
baumsche Leucin ebenso wirkt wie das reine Leucin, das von 
Herrn Professor F. Ehrlich dargestellt war, so konnten wir 
es ohne Bedenken anwenden, um so mehr als es sich um Ver- 
gleichswerte handelt. 

Je eine Versuchsportion enthält immer 1 ccm Kultur, 
10 ccm Leucinlósung (0,5 °/,) = 0,05 g Leucin, 20 cem Harn- 
stoff (2 %/,) =0,4 g. In der Kontrolle ist natürlich die Leucin- 
lösung durch Wasser ersetzt. 


Tabelle. 


Auf 100ccm Nährlösung kommen | 2 S á 
organische Substanzen Ohne Leucin | Mit Leuoin 



























































2 cem Glycerin 0,5 48,8 
0,4 g asparaginsaures Na 0,7 i 
1,5 48,0 
1,7 
1,7 36,4 
2,2 36,4 
0,6 g Ammoniumlactat 0,9 43,4 
0,4 g asparaginsaures Na 1,4 44,0 
0,7 g Natriumlactat 1,0 28,9 
0,4 g asparaginsaures Na 1,6 32,4 
4,2 21,7 
5,4 22,5 
0,7 g Natriumlactat 1,8 26,7 
0,4 g Leucin 2,0 30,9 
0,3 24,7 
1,9 25,0 
0,7 g Natriumlactat 0,4 0,7 
0,7 g Leucin (synthet.) 0,6 0,8 
0,2 0,5 
0,3 0,7 
0,2 0,3 
0,3 0,5 
0,4 g asparaginsaures Na 1,7 25,3 
1,8 27,5 
1,0 22,0 
0,4 g Leucin 0,1 17,6 
1,2 21,9 
0,1 17,1 
0,3 18,6 
0,3 17,1 
0,5 18,2 
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Die Tabelle lehrt eindeutig, daß asparaginsaures Natron 
und Leucin, jedes als einzige organische Substanz, ausreichend 
ist, um das Wachstum und die Lebensfähigkeit der Bakterien 
so zu erhalten, daß bei Zusatz von einer genügenden Leucin- 
menge die Fermentbildung stattfinden kann. Keineswegs soll 
behauptet werden, daß in dieser Zusammensetzung des Nähr- 
bodens das Optimum vorliegt. Im Gegenteil, es spricht vieles 
dafür, daß andere Substanzen, wie z. B. das Glycerin oder die 
Milchsäure, das Wachstum und die Lebensfähigkeit steigern. 
Auch an die Wirksamkeit von Katalysatoren muß gedacht 
werden, die also auf die Fermentbildung dadurch wirken, daß 
sie eine bessere Ausnutzung der vorhandenen Substanzen er- 
möglichen, ohne selbst direkt in das Fermentmolekül einzutreten. 
So wäre vielleicht am ehesten zu erklären, daß schon minimale 
Bouillonmengen so große Wirkungen entfalten. Namentlich 
anorganische Katalysatoren, vielleicht aber auch physikalisch- 
chemische Bedingungen oder Vitamine spielen hier wohl eine Rolle. 

Wenn wir ferner klar sehen, daß Leucin vortrefflich die 
Fermentbildung auf einem Nährboden ermöglicht, der ohne 
diesen Zusatz nicht dazu imstande ist, so wird damit nicht 
behauptet, daß das Leucin nicht auch in dieser Beziehung durch 
andere Substanzen ersetzt werden kann. 

Um Mißverständnisse zu verhindern, sei noch auf die in 
der -Tabelle an letzter Stelle beschriebenen Leucinversuche be- 
sonders eingegangen. Bei oberflächlicher Betrachtung könnte 
es als ein Widerspruch erscheinen, daß ein Leucinzusatz die 
Fermentbildung befördert, obgleich doch im Nährboden selbst 
schon Leucin enthalten ist. Der Widerspruch klärt sich rest- 
los durch die quantitativen Verhältnisse. Im Nährboden sind 
in dem 1 cem der Kultur, die verwandt wird, nur 0,004 g Leucin 
enthalten, wobei noch gar nicht ein Teil, der bei dem Wachs- 
tum der Bakterien verbraucht sein muß, abgezogen ist. Als 
Zusatz zum Zwecke der Fermentbildung fügen wir aber 0,05 g 
Leucin zu, also mehr als das Zehnfache. Daß eine verhältnis- 
mäßig große Leucinmenge notwendig für die Fermentbildung 
ist, haben wir schon bei den früheren Zusatzversuchen gesehen. 
Vielleicht hängt das so zusammen, daß das Leucin durch die 
Zellen gespalten wird und nur eine kleinere Gruppe direkt 
verwandt wird. 
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Bei der Betrachtung der Tabelle fállt wiederum, wie bei 
den Versuchen der 3. Mitteilung, das abweichende Verhalten 
des synthetischen Leucins auf. In der 3. Mitteilung hatten 
wir gesehen, daß das synthetische Leucin im Gegensatz 
zum Eiweißleucin und zwar auch im Gegensatz zu dem von 
F. Ehrlich möglichst rein dargestellten Eiweißleucin die Ferment- 
bildung nicht steigert. Jetzt sehen wir, daß es nicht einmal 
imstande ist, den Nährboden so zu gestalten, daß darauf 
Bakterien wachsen, die bei Leucinzusatz Ferment bilden. Es 
hat keinen Zweck, über den Grund dieses Verhaltens des syn- 
thetischen Leucins Vermutungen zu äußern. Für unsere Frage- 
stellungen ist dieser Punkt nicht von Belang. 

Unsere Versuche lehren nun auch klar, daß es möglich ist, 
die Bakterien sich vermehren zu lassen, ohne daß die Ferment- 
bildung stattfindet. Gewiß wird im allgemeinen ein bestimmter 
Parallelismus zwischen beiden Vorgängen bestehen. Einwirkungen, 
die die Fermentbildung hemmen, werden auch die Entwickelung 
hemmen. Aber es gibt doch Substanzen, die ausreichend für 
die Vermehrung der Bakterien sind, ohne daß aus ihnen die 
Fermente gebildet werden. So gelingt es also, fermentfreie 
Bakterien herzustellen, die man dann durch Leucinzusatz zur 
Fermentbildung zwingen kann. 

Biochemisch ist nunmehr das Problem so weit geklärt, 
wie man zunächst gelangen kann. Es drängt sich nun natür- 
lich sofort die Frage auf, was der Chemiker mit dem ihm da- 
mit gebotenen Tatsachenmaterial wird anfangen können. An- 
scheinend liegen ja einfache Verhältnisse vor. Bereits der Zusatz 
von Leucin allein genügt, um das Ferment zu bilden. Aber 
das bedeutet ja leider nicht, daß mehr oder weniger direkt 
aus dem Leucin das Ferment entsteht. Es sieht vielmehr so 
aus, als ob aus dem Leucin andere Substanzen entstehen, aus 
denen dann die Synthese des Ferments erfolgt. Und wenn erst 
mit mehreren Bausteinen für die chemische Synthese gerechnet 
werden muß, dann wächst sofort auch, wie erst ganz neuer- 
dings Emil Fischer berechnet hat, die Zahl der Möglichkeiten 
Schon fünf untereinander verschiedene Bausteine könnten sich. 
in 120 verschiedenen Kombinationen aneinanderfügen, von denen 
nur eine einzige oder ganz wenige wirksames Ferment zu er- 
geben brauchten. So wird denn der Chemiker noch eine Füllo 
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von Schwierigkeiten überwinden müssen, bis er mit Hilfe der 
Synthese Fermente darstellt. 

Weit weniger miihsam als die Vertiefung wird sich die 
Verbreiterung unserer Kenntnisse erweisen. Wir haben uns 
bisher mit voller Absicht an ein einziges Ferment bei einer 
bestimmten Bakterienart gehalten. Es wird leicht sein, die 
gewonnenen Erfahrungen auf eine breitere Basis zu stellen, 
indem man verschiedene Mikroorganismen heranzieht, mannig- 
faltige, wichtige Fermente, aber auch Toxine und andere wesent- 
liche Zellfaktoren auf ihre Bildung untersucht. 

Es ist nicht daran zu zweifeln, daß wir so nicht nur zu 
einer Erweiterung unserer Kenntnisse gelangen, sondern auch 
prinzipielle Fortschritte erzielen werden. 


Über das Vorkommen von Phosphaten im menschlichen 
Blutserum. IL 


Säurelöslicher (Gesamt-)Phosphor, vorgebildetes Orthophos- 
phat und ,,Restphosphor* beim Gesunden. 
Von 
Joh. Feigl. 


(Aus dem Chemischen Laboratorium des Allgem. Krankenhauses Ham- 
burg-Barmbeck.) 


(Eingegangen am 23. Mai 1917.) 


Einleitung. 


In einer voraufgehenden Mitteilung hat Verf. über größere 
Untersuchungsreihen berichtet, die sich mit der Frage des Vor- 
kommens von Phosphaten bzw. dem „säurelöslichen“ Phosphor 
im menschlichen Blutserum beschäftigen '). Dort konnten Re- 
sultate über die Verhältnisse beim normalen Organismus im 
nüchternen Zustande, unter alimentären Bewegungen, unter dem 
Eindrucke von Arbeitsleistungen mitgeteilt werden. 

Im Rahmen pathologischer Umstimmungen ergaben sich, 
wie aus gleichfalls breiteren Materialien hervorgeht, erhebliche 
Abweichungen. Solche wurden für einige Formen des Morbus 
Brightii, besonders die akute Glomerulonephritis, studiert, wie 
auch bei Anlaß von Untersuchungen über akute gelbe Leber- 
atrophie, über Avitaminosen mit offensichtlich erheblichen Ab- 
artungen gegen die Norm beobachtet. Für den weitaus größeren 
Teil der dort zusammengefaßten Ergebnisse wurde die gleich- 
zeitige Bestimmung weiterer Konstanten der Blutflüssigkeit, spe- 
ziell deren Krystalloide, also der Gebiete des Reststickstoffs, der 
Gesamtreduktion, einiger Mineralverbindungen angestrebt und 


1) Joh. Feigl, Über das Vorkommen von Phosphaten im mensch- 
lichen Blutserum I. Säurelöslicher Phosphor bei Gesunden und Kranken. 
Diese Zeitschr. 81, 380. 1917. 

Biochemische Zeitschrift Band 83. 6 


82 Joh. Feigl: 


durchgeführt. Die Zusammenfassung der gewonnenen Resultate 
ließ im großen Ganzen, weniger für die Grundlage der nephri- 
tischen Retention als für die toxische Destruktion unter ver- 
schiede::en Voraussetzungen einen gewissen Zusammenhang er- 
kennen zwischen den Befunden an krystalloidem Phosphor und 
an Werten aus der Aminosäurefraktion des gesamten Nicht- 
proteinstickstofts. 

Diese, nach dem Ausfalle der Ergebnisse fúr unterschied- 
liche pathochemische Vorbedingungen anzunehmende Parallelität 
war die Ursache der eingehenderen Beantwortung verlangenden 
Fragestellung nach dem Aufbau der Gesamtsumme des kry- 
stalloiden Phosphors im menschlichen Blutserum. Der andere, 
in diesem Ziele mit dem oben genannten zusammentreffende 
Anstoß leitete sich her aus den methodischen Voraussetzungen, 
unter denen das Gebiet der Phosphatämie bisher der Förde- 
rung zugänglich war. Als Anschauungsform wurde derzeit die 
Enteiweißung mit Pikrinessigsäure gewählt, die den säurelös- 
lichen Phosphor im Gegensatze zu dem fällbaren, vorwiegend 
lipoidischen, zu erfassen gestattet — ein Verfahren, das weiter- 
hin nach erfolgter Säuregemischveraschung die nunmehr vor- 
liegende Orthophosphorsáure mikrochemisch durch Nephelo- 
metrie des komplexen Strychninphosphormolybdates exakt zu 
bestimmen gestattet und trotz gewisser technischer Feinheiten 
breiter Anwendung zu klinisch-diagnostischen wie experimentell- 
biologischen Zwecken durchaus fähig ist. 

Wie in der vorhergehenden Arbeit bei den gegebenen An- 
lässen, über die Verf. mehrfach berichtet hat, bereits mitgeteilt 
wurde, hatte sich die Notwendigkeit einer näheren Charak- 
terisierung des Begriffes vom säurelöslichen Phosphor heraus- 
gestellt, da gezeigt werden konnte, daß der Gang der Analyse 
eine summarische Zusammenfassung heterogener Verbindungen 
mit sich bringt. Jedenfalls mußte also, ausgehend von der Be- 
obachtung erheblicher Umstimmungen unter charakteristischen 
pathologischen Verhältnissen, die Frage nach der Struktur der 
Fraktion des säurelöslichen Phosphors auch und zwar erst recht 
für die Norm gestellt werden*). Die Auflösung des kom- 

1) Joh. Feigl, Zum gegenwärtigen Stande der chem. Blutunter- 


suchung. Vortrag im Ärztl. Verein zu Hamburg, Sitzung vom 2. Mai 1917. 
Deutsche med. Wochensohr. 1917, Nr. 40 (Sitzungsbericht). 
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plexen Begriffes der EnteiweiBungs- und Veraschungsmethodik 
wurde zunächst angestrebt durch getrennte Bestimmung des 
mutmaßlichen Hauptanteiles, des anorganischen Orthophosphats. 
Als Ausführung wurde die Isolierung der vorgebildeten Salze 
aus dem nativen Serum angestrebt, womit sicher von den 
vielen, später zu erörternden Möglichkeiten nur ein Weg be- 
schritten wird, der jedoch, wie die weiteren Erfahrungen, der 
Stand der Literatur und die Kenntnis der chemischen Vor- 
bedingungen übereinstimmend lehren, dem gedachten Ziele am 
nächsten kommen dürfte. Dem Betrage an direkt bestimm- 
barem Orthophosphat tritt also der gesamte säurelösliche Phos- 
phor gegenüber. Jedenfalls mußte für zahlreichere Fälle dar- 
getan werden, daß es sich um Methoden handelt, deren Wert- 
ausdrücke nicht schlechthin die gleichen, ja nicht einmal praktisch 
die gleichen sind. 

Für die Differenz zwischen dem „säurelöslichen“ Phosphor, 
der summarischen Größe einerseits und dem vorgebildeten Ortho- 
phosphat andererseits wird die Bezeichnung „Restphosphor“ in 
Vorschlag gebracht 1). Über seine Zusammensetzung bzw. seine 
Komponenten lassen sich einstweilen nur Vermutungen äußern. 
Es ist anzunehmen, daß er einmal organische Komplexe der 
Kohlenhydratreihe, der Puringruppe, der Aminosäureverbände 
enthält; für alle drei Gruppen ließen sich sowohl biologische 
Voraussetzungen wie synthetische Grundlagen anführen. In 
zweiter Reihe ist an die Anwesenheit von Polyphosphorsäuren zu 
denken, vom Typus der genau charakterisierten Pyro- bzw. der 
Metasäure, deren Anionen von Fällungsreaktionen der Ortho- 
phosphorsäure nicht mit erfaßt werden, die zur Aufnahme in 
die betr. Analysenwerte die Hydrolyse verlangen. Mit einiger 
Berechtigung kann man beide genannten Gruppen ursprünglich 
als verknüpft ansehen, was u.a. die neueren chemischen Stu- 
dien über den Abbau von Nucleinkörpern bzw. die Natur der 
Zwischenprodukte als möglich erscheinen lassen. Sonach wür- 
den die etwa freien Phosphorsäureionen anderen 'als Ortho- 
charakters genetisch mit den Phosphorylkomplexen zusammen- 


1) Die Bezeichnung „Restphosphor“ rückt die fragliche Fraktion 
in gewisse Parallele zur sog. „Restreduktion“, dem für einige Reduk- 
tionsmethoden der Blutzuckeranalyse üblich gewordenen Begriffe. Auch 
zum „Reststickstoff“ ergibt sich ein Anklang. 


6* 
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hängen dürfen. Beide Gruppen erleiden durch den Extrak- 
tionsvorgang bei saurer Reaktion zunächst kaum eine andere 
Beeinflussung als die, daß sie in das Filtrat übergehen, bei 
dessen weiterer Verarbeitung sie im Veraschungsvorgange mine- 
ralisiert bzw. endlich in Orthophosphat umgewandelt werden. 
Eben dieser Extraktionsvorgang erfaßt jedoch mit Wahr- 
scheinlichkeit noch einen weiteren Teil von Phosphorkomplexen, 
die ursprünglich kolloid veranlagt, dabei krystalloid werden. 


Methodik. 


Zur Ermittelung des „Restphosphors“ bzw. zu dessen Iso- 
lierung wurde bisher so verfahren, daß aus nativem Serum das 
vorgebildete Orthophosphat ausgefällt, dieses tunlichst gereinigt, 
für sich verascht und nach der Bestimmung auf nephelo- 
metrischem Wege mit dem Strychninreagens analysiert wurde. 
Die Ausfällung als Ammoniummagnesiumphosphat gelingt in 
10,0 cem klarem Serum nach Verdünnung auf 20,0 ccm durch 
Zusatz von 2,0 ccm ammoniakalischer Magnesiamixtur, 3,0 cem 
gesättigter Ammoniumchloridlösung und 1,0 ccm 10°/,igem 
Ammoniak. Anfänglich klar bleibend, scheiden die Proben in 
etwa einer halben Stunde bei Zimmertemperatur eine leichte 
Trübung aus, die sich bald verdichtet und nach 24 Stunden 
Stehens im Eisschrank deutlich krystallinisch wird. Der Ver- 
such wird mit Vorteil in Zentrifugengläsern angestellt, der aus- 
gefallene Niederschlag des Ammoniummagnesiumphosphates durch 
Zentrifugierung bei mäßiger Tourenzahl abgeschieden (ca. */, bis 
1 Stunde), abgegossen (mit entsprechenden Kautelen) und in 
kalter Citronensäurelösung — man kann auch Normalsalzsáure 
anwenden, was Verf. lange Zeit tat — gelöst. Dann folgen er- 
neute Ausfällung, ferneres Stehen im Eisschranke durch 6 bis 
8 Stunden, Isolierung durch Zentrifugieren, Abgießen, noch- 
maliges Aufwirbeln und einmaliges Nachwaschen wie bei der 
entsprechenden allgemeinen analytischen Methodik. Der Nieder- 
schlag wird endlich genau so verarbeitet, wie der Analysengang 
für den komplexen Gesamtphosphor vorschreibt und die Be- 
stimmung unter den bereits beschriebenen Gesichtspunkten 
nephelometrisch zu Ende geführt‘). Die so erhaltenen Werte 


1) J. Feigl, 1. c. 81, 415 ff, 1917; dort Literatur und eingehende 
Methodik. 
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entsprechen dem vorgebildeten Orthophosphat; der parallel er- 
mittelte Gesamtphosphor des Extraktions-EnteiweiBungs-Ver- 
aschungsvorganges wird für sich als „säurelöslicher Phosphor“ 
eingesetzt *). Die Differenz wird als „Restphosphor“ bezeichnet. 

Natürlich ist der gewählte Analysengang nur eine Mög- 
lichkeit zur Förderung der Kenntnis von den fraglichen Ver- 
hältnissen. Über seine Berechtigung sind Überlegungen und 
Gegenprüfungen angestellt worden. Das beschriebene Aus- 
fällungsverfahren ist auch von Marriott, Häßler, Howland 
angewandt worden mit dem Ziele der Ermittelung des vor- 
gebildeten Orthophosphates °). Die Autoren beschrieben Ergeb- 
nisse von Versuchsreihen, nach denen bei Erwachsenen 1,0 bis 
3,0 mg P in Form von Orthophosphat für 100,0 ccm Serum 
gefunden worden sind. Differentiale Aufgaben schwebten den 
amerikanischen Forschern dabei nicht vor. Immerhin waren 
ihre Resultate, abgesehen von den zahlenmäßigen Angaben, 
darum von solchem Werte, weil die Frage nach dem Vorkommen 
von Phosphaten nicht nur durchaus im ungewissen gelegen 
hatte, sondern kurz zuvor noch von Taylor und Miller im 
verneinenden Sinne — mit einer inzwischen als nicht beweis- 
kräftig erkannten Methodik — beantwortet worden war®). Als 
demgegenüber Greenwald mit Resultaten hervortrat, die zwar 
auf eine Isolierungsmethode sui generis begründet waren und 
den beschriebenen komplexen Begriff des „säurelöslichen Phos- 
phors“ schufen ‘), zog auch Bloor die Anschauung von dem 
Vorkommen von Phosphaten im Serum gründlich in Erwägung’). 


1) J. Feigl, ebenda. 

3) J. Howland, F. H. Häßler, W. Mac Kim Marriott, Journ. 
of Biol. Chem. 24, 18, 1916. 

3) A. E. Taylor and C. W. Miller, Determination of small 
amounts of phosphorus. Journ. of Biol. Chem. 18, 215, 1914. — Das 
Urteil der Untersucher lautete über das Vorkommen von Phosphaten 
im Blutserum: „traces not enough to give a clear qualitative test“, ein 
Standpunkt, der sich aus der gewählten — unzureichenden — Analysen- 
methodik erklärt und der vor der Verwendung des Strychninmolybdän- 
vorganges nicht mehr haltbar blieb. Das Urteil Gürbers (l. c.) hatte 
(1895) auf Grund der Dialysemethode ähnlich gelautet. 

t) J. Greenwald, The estimation of lipoid, and acid — soluble 
phosphorus in small amounts of serum. Journ. of Biol. Chem. 21, 29, 
1915. — Dort auch Hinweise auf ältere Literatur. 

5) W. R. Bloor, A Method of Determination of „lecithin“ in small 
amounts of blood. Journ. of Biol. Chem. 22, 140, 1915. 
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Die Untersuchungen von Greenwald wurden in längeren 
Arbeiten vom Verf. seit 1915 nachgeprüft und auf ein großes 
Material menschlicher Sera von Gesunden und Kranken aus- 
gedehnt. Im Verlaufe dieser Arbeiten ergab sich die Frage 
nach der Struktur des komplexen Begriffes, die auf dem Wege 
der Isolierung des vorgebildeten Orthophosphates der Klärung 
zugänglich gemacht werden sollte. Die Fällung zum Magnesium- 
ammoniumphosphat gilt bekanntlich als eine der empfindlich- 
sten Reaktionen der analytischen Chemie!). Für die Isolierung 
von Phosphaten aus serösen Flüssigkeiten hat sie nach Marriott 
Häßler, Howland ihre Eignung erwiesen. Später, nachdem 
die Versuche des Verf. abgeschlossen waren, hat auch Green- 
wald in Arbeiten, die sich mit der konsequenten Weiterbildung 
seiner Vorstellungen beschäftigen, diese Methode aufgenommen 
und in einer ähnlichen Form angewandt, wie es Verf. und die 
amerikanischen Autoren taten’. Greenwald war es gleich- 
falls um die Enthüllung des von ihm geschaffenen komplexen 
Begriffes zu tun. Demnach hat auch er sich die Frage vor- 
gelegt, inwieweit die Werte der direkten Magnesiafällung diffe- 
rential zu denen der Extraktionsmethodik zu benutzen sein 
würden, wenn letzterer die Veraschung folgte. 

Auch er hat die Isolierung in der besprochenen Form als 
quantitativ angesehen. Jedoch stellt er sich die Aufgabe, mit 
der Isolierung die quantitative Bestimmung in Gestalt des 
Magnesiumpyrophosphates zu verbinden. Er zieht ferner die 
gewichtsanalytische Anwendung des Magnesiumammoniumphos- 
phates mit 6 Mol. Krystallwasser (kalt gefällt) in Betracht, wie 
sie von Jones bei der Aufarbeitung von Versuchen zur par- 
tiellen Hydrolyse von Nucleinkörpern bzw. deren Abbaustoffen 
mit Erfolg betätigt worden ist. Überdies wird die gleiche 
analytische Verwertung eines Doppelsalzes mit */, Mol. Wasser 
— gewonnen durch Trocknen bei 95 bis 100° —, endlich des 
wasserfreien Doppelsalzes — erzielt bei 105° — in Erwähnung 
gebracht. 


Immerhin sind die wenigen Versuche Greenwalds zwar 


1) F, P. Treadwell, Kurzes Lehrbuch der analyt. Chemie I. Qualit. 
Analyse. 7. Aufl. 1911, Leipzig-Wien, S. 46. 

2) J. Greenwald, The nature of the acid-soluble phosphorus of 
serum. Journ. of Biol. Chem. 25, 431, 1916. 
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geeignet, über die analytischen Verhältnisse bei den genannten 
Voraussetzungen einigen Ausblick zu verschaffen; aber zu um- 
schriebenen Vorstellungen über das Wesen und die objektive 
Größe des „Restphosphors“ sind sie einstweilen kaum schon 
geeignet. Der Schwerpunkt liegt nach Ansicht des Verf. darin, 
daß Greenwald zeigen konnte, die Magnesiafällung sei auch 
für Serum bzw. seröse Flüssigkeiten als Isolierungsmethodik 
quantitativ genug, um auf dieser Erkenntnis in der fraglichen 
Richtung weiter zu. bauen. Die Frage nach der Brauchbarkeit 
des Magnesianiederschlages zur endgültigen Bestimmung im 
üblichen bzw. erweiterten gravimetrischen Analysengange makro- 
chemischer Art wird weiterer Nachprüfung bedürfen. Verf. hat 
in seinen — älteren — Versuchen das Magnesiaverfahren nur 
zur Isolierung benutzt und die Analyse, wie früher und vor- 
stehend beschrieben, auf die mikrochemische Nephelometrie 
übertragen. Nach bisherigen Kenntnissen muß als sicher an- 
genommen werden, daß die Ausfällung quantitativ ist in bezug 
auf das vorhandene Orthophosphat; die zahlreichen sonst un- 
ausweichlichen Aufgaben, das Magnesiumammoniumsalz rein auf 
die Wage zu bringen (in der einen oder anderen Gestalt), redu- 
zieren sich dadurch erheblich, indem gleichzeitig die Parallelität 
mit der Analyse des komplexen säurelöslichen Phosphors er- 
halten bleibt. Es ist bekannt, daß die vergleichsweise sehr 
hohen Beträge an Chloriden — wie sie das Serum führt — 
den ursprünglichen Niederschlag stark verunreinigen. Ferner 
ist, was (später) ebenfalls Greenwald feststellte, die Fällung 
auch anderweitig stark verunreinigt. Verf. beobachtete erheb- 
liche Mengen organischen Materiales; in makrochemischen Ver- 
hältnissen (z. B. 100 ccm Serum als Ausgangsmenge) läßt sich 
Harnsäure nachweisen u. a. m. 

Angesichts dieser Schwierigkeit — hinter der sich mit 
größter Wahrscheinlichkeit die Verwischung der gesuchten Werte 
für vorgebildetes Orthophosphat durch evtl. kolloide Phosphor- 
komplexe verbirgt — mußte eine energische Reinigung der 
Fällung angestrebt werden. Diese war in beschriebener Weise 
durchführbar. Es waren nunmehr die Fragen zu beantworten, 
ob auch bei dieser nachträglichen Reinigung der Niederschlag 
als quantitative Fällung erhalten blieb — was bejaht werden 
kann — und ob das native, evtl. verdünnte Serum für die 
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Fällung störende Faktoren enthielt. Diese letztere Frage mußte 
eindringlicher gestellt werden, weil auf die abweichenden Ver- 
hältnisse pathologischer Sera Rücksicht zu nehmen war und 
die Methode vorwiegend Leistungen in pathochemischen Ge- 
bieten aufbringen sollte. Wie Verf. bereits zeigte, ist neben 
dem säurelöslichen Phosphor und dem vorgebildeten Ortho- 
phosphat der „Restphosphor“ (zunächst nur der durch die Er- 
gebnisse der beiden Methoden als individuelle Differenz charak- 
terisierte) eine Größe, der ihrerseits eine gewisse, vielleicht sogar 
differenzierende Bedeutung zukommt. 

Der Beweis für die schwebenden Fragen wurde in An- 
lehnung an einen Versuch von Greenwald erbracht. Dieser 
Autor kombiniert seine differential-analytischen Zahlen aus der 
Magnesia- bzw. Molybdänfällung in verschiedener Anordnung 
mit dem Ergebnisse eines Dialyseversuches zu dem Schlusse, 
daß unter dem Begriffe des „Restphosphors“ sich eine nicht, 
bzw. schwer dialysable Substanz (unter weiteren ?, Verf.) ver- 
berge. Seine Versuchsanordnung bezieht sich auf ein mehr- 
tägig dialysiertes Serum mit schließlich 0,3 mg säurelöslichen, 
adialysablen Phosphors in 100 ccm. Die verlorenen Krystalloide 
wurden mit 0,8 g Natriumchlorid, 50,0 mg Harnstoff, 100,0 mg 
Glucose, 10,0 mg Kreatin und 7,85 mg Phosphor (als Dikalium- 
phosphat) ergánzt*). Die hiernach ermittelten Werte ergaben 
befriedigende Übereinstimmung. Diese — übrigens nahelie- 
gende — Gegenprüfung wurde auch vom Verf. in verschieden- 
ster Anordnung durchgeführt. 

Bei normalen Seris mit Werten von 2,0 bis 5,0 mg P in 
Form von Orthophosphat ergibt die Isolierung als Magnesium- 
ammoniumsalz zumeist Werte, die durchaus in den Fehler- 
grenzen liegen und bei der gewählten Bestimmung die Er- 
mittlung des vorgebildeten Orthophosphates als stichhaltig er- 
scheinen lassen. Über die Einzelheiten dieser Versuche und den 
Einfluß pathologischer Blutzusammensetzungen wird später be- 
richtet werden. 





1) Die in der Literatur mehrfach besprochenen Schwierigkeiten hin- 
sichtlich des Verhaltens und der Herkunft der Phosphate bei der ana- 
lytischen Dialyse (K. Gürber, l. c. bei J. Feigl, diese Zeitschr. 81, 
380, 1917) scheinen im hämoglobin- bzw. zellfreien Serum oder Plasma 
keine Rolle zu spielen. 
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Besprechung der Befunde. 


Zunächst galt es also, in normalen Seris den gesamten 
säurelöslichen Phosphor, das vorgebildete Orthophosphat, den 
„Restphosphor“ absolut und prozentisch zu bestimmen. Es 
wurden aus einer großen Reihe normaler Sera 24 einzelne 
ausgewählt, die den Bereich der in der Norm vorkommenden 
Beträge an säurelöslichem Phosphor decken. Es wurde gleich- 
zeitig Wert auf extrem niedrige wie extrem hohe Vorkomm- 
nisse gelegt. 

Tabelle. 


Säurelöslicher (Gesamt-)Phosphor, Orthophosphat und ,Restphosphor* 
im Blutserum Gesunder. Verteilung absolut und prozentisch. 
mg P in 100 ccm Serum. Entnahme nüchtern. 
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z An- e Rest- 
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Phosphor 





Phosphor 








des 
säurelöslichen Phosphors 














1 1,2 1,00 0,20 83 17 
2 1,3 1,00 0,30 77 23 
3 2,2 1,80 0,40 82 18 
4 2,2 1,86 0,34 85 15 
5 2,6 2,20 0,40 "8 15 
6 2,7 2,35 0,35 87 13 
7 3,0 2,60 0,40 87 13 
8 3,1 2,65 0,45 85 15 
9 3,5 3,00 0,50 86 14 
10 3,5 3,10 0,40 88 12 
11 3,5 2,95 0,55 84 16 
12 3,6 2,90 0,70 81 19 
13 4,0 3,30 0,70 83 17 
14 4,0 3,20 0,80 80 20 
15 4,5 4,00 0,50 89 11 
16 4,5 8,90 0,60 87 13 
17 4,8 4,20 0,60 88 12 
18 4,8 4,40 0,40 92 8 
19 5,0 4,52 0,48 90 10 
20 5,1 4,40 0,30 86 14 
21 5,1 4,30 0,80 84 16 
22 5,6 5,05 0,55 90 10 
23 5,7 5,10 0,60 89 11 
24 5,7 4,80 0,90 84 16 


Von den 24 Seris der Tabelle gehören 12 in den Mittel- 
bereich von 2,0 mg P bis 4,0 mg P für 100 ccm Serum (50°/,), 
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5 liegen zwischen 4,0 mg und 5,0 mg (einschließlich) (20°/,). 
5 Werte liegen über 5,0 mg für 100 ccm Serum (20°/,), die 
drei letzten Zahlen, 5,6 mg, 5,7 mg, 5,7 mg, sind für die Norm 
extrem hoch. Sämtliche Träger der betreffenden Sera mußten 
— klinisch bzw. einzelne funktionell untersucht — als normal 
und gesund angesprochen werden. Die chemische Untersuchung 
von Blut und Harn förderte nur normale Werte zutage. Dies 
gilt von Zucker, Reststickstoff (Gesamt- und Aufbau-), Koch- 
salzspiegel, Blutbild, Hämoglobin — Abwesenheit pathologischer 
Farbstoffe im Serum —, des Blutes, wie von den Chromogenen 
und Farbstoffen, dem Sediment, der Acidität, der Stickstoff- 
verteilung, den Stickstoffsubstanzen, Kochsalz, Phosphat, Sulfat, 
des Harns. Es handelt sich um Männer von 20 bis 42 Jahren, 
gesund, gut ernährt (Anfang des zweiten Kriegsjahres), aus- 
geruht, nüchtern. Normale Kostsätze, keine Ausnahmen in 
Genußmitteln (Alkohol, Tabak, Alkaloide), keine Medikamente. 
Mäßige Wasseraufnahme. Anhaltspunkte für die Fälle mit 
hohem Gehalte an säurelöslichem Phosphor aus pathologischen 
oder pathologisch-physiologischen Ursachen ließen sich nicht 
gewinnen. Die drei höchsten Werte sind die Extreme von 
insgesamt beobachteten 122 Fällen, aus denen die in der 
Tabelle vertretenen zur eingehenden Analyse der Phosphor- 
verteilung ausgewählt waren. 

Der Gehalt an vorgebildetem Orthophosphat schwankt 
zwischen 1,0 mg P und 5,10 mg P für 100 ccm Serum. Die 
Prozente des letzteren, bezogen auf die komplexe Größe, liegen 
zwischen 77 und 92. 90°/, Orthophosphat und mehr zeigen 
3 von 24 Fällen, das sind 13°/, der Gesamtzahl. 80°, ist 
1mal, 81°/, 1mal, 82°/, 1mal, 83%, 2 mal vertreten, unter 
80°/, wurden 77%/, — 1mal — gefunden. Der Gesamtdurch- 
schnitt ist 85°/,, das Mittel nach Abzug des unteren (4 Einzel- 
werte) und oberen Extrems (3 Einzelwerte) liegt gleichfalls 
um 85°], 

Demnach liegen die Prozentzahlen für den „Restphosphor“ 
im großen und ganzen zwischen 8 und 23. 10°/, und weniger 
sind 3mal, 18°/,, 19°/,, 20°/, sind je 1mal vertreten; 23°), 
desgleichen. Der Gesamtdurchschnitt beziffert sich zu 15°/,, 
das Mittel nach Absatz der unteren (3 Werte) und oberen 
(3 Werte) Extreme zu rund 15°/,. 
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In absoluten Zahlen bewegt sich der „Restphosphor“ mit 
0,2 mg P für 100 cem Serum im unteren Extrem, mit 0,9 mg P 
für 100 ccm Serum im oberen Grenzwerte. 0,2 mg ist 1 mal, 
0,3 mg 2mal vertreten; 0,8 mg ist 2mal, 0,9 mg 1mal ver- 
treten. Der Gesamtdurchschnitt liegt bei 0,59 mg P, das 
Mittel nach Absatz der unteren (3 Werte) und oberen (3 Werte), 
Extreme bei rund 0,5 mg P für 100 ccm Serum. 

Nimmt man nunmehr weitgesteckte Fehlergrenzen für die 
Methodik der Isolierung des Orthophosphates und die Be- 
stimmung des Phosphors überhaupt an, so könnte man Werte 
von 0,2 mg P für 100 ccm Serum bzw. solche geringeren 
Grades aus der Diskussion allenfalls ausschließen. Demgegen- 
über ist festzustellen, daß die Beträge für Orthophosphat stets 
geringer ausfielen — eine Erscheinung, die durch mindere Er- 
giebigkeit der Magnesiafällung bzw. der Weiterverbreitung des 
Doppelsalzes verursacht sein könnte. Mit Überlegungen dieser 
Art wird man Beträge von 0,4 mg P als Restphosphor und 
mehr für stichhaltig bzw. durchaus diskutierbar ansehen dürfen, 
resp. diese durch etwaigen Abzug näher charakterisieren. 

Danach läßt sich auf der Grundlage der ge- 
wählten Isolierungs- bzw. Bestimmungsmethoden für 
vorgebildetes Orthophosphat und säurelöslichen Phos- 
phor der errechnete „Restphosphor“ in 100 ccm Blut- 
serum bei gesunden, nüchternen, ausgeruhten Männern 
guten Ernährungszustandes mit Beträgen um rund 
0,6 mg P annehmen. Diese Größe kann gelegentlich 
verschwindend sein (in die Grenzen der Methodenfehler 
fallen), gelegentlich fast 1,0 mg P erreichen, und wird 
zumeist noch über 0,5 mg gefunden. In Prozenten, be- 
rechnet auf den gesamten säurelöslichen Phosphor, 
stellt sie Beträge von zumeist 15, oftnoch darüber, dar. 

Betrachtungen und Feststellungen über die Variabilität 
dieser Größe sollen an Hand der 24 Einzelfälle nicht an- 
gestellt werden. Auch die Zuordnung der Werte — säure- 
löslicher zu restlichem Phosphor — ist einstweilen schwer zu 
beurteilen, wennschon es den Anschein hat, als ob sie gemein- 
sam ansteigend sein könnten. Nicht ohne jede Bedeutung 
scheint dem Verf. die Tatsache, daß die Minimalwerte von 
1,2 mg bzw. 1,3 mg Gesamtphosphor jungen Männern von 20 
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bzw. 21 Jahren zugehórten. Indem zur Erhöhung der Objek- 
tivität der Befunde gerade die extremen Vorkommnisse aus 
langen Untersuchungsreihen über „säurelöslichen Phosphor“ 
(122 Fälle) mit bearbeitet wurden, engt sich naturgemäß der 
durchschnittliche Mittelbereich weiter ein, als der Wirklichkeit 
entspricht — ein Vorkommnis, dem durch weitere Analysen 
und Statistik Rechnung getragen werden soll unter Berück- 
sichtigung anderer methodischer Voraussetzungen für die Iso- 
lierung des Orthophosphates. 

Nunmehr ist nachzutragen, daß die angegebenen Zahlen 
die jeweiligen Mittelwerte aus dreifachen Einzelanalysen dar- 
stellen, wobei nicht nur die endgültige nephelometrische Be- 
stimmung, sondern auch die Isolierung durch Fällung bzw. 
Enteiweißung wiederholt wurde. 

Endlich erhebt sich der Einwand, ob der „Restphosphor“ 
einer Lücke im Kreise der Methoden seine Entstehung ver- 
dankt — nämlich an der Stelle der Isolierung des gesamten 
säurelöslichen Phosphors, ob er ein Kunstprodukt durch nicht 
quantitative Kolloidfällung ist. Darüber ist zu sagen, daß, 
soweit die gegebene Methodik (und ähnliche Variationen) über- 
haupt als stichhaltig angesehen bzw. ausgeführt werden kann, 
es hier geschehen ist. Nach einem von Greenwald in der 
mikrochemischen Methodik des Reststickstoffs gemachten Vor- 
gange wird das Blutfiltrat bzw. Serumfiltrat hier (nicht mit 
Kaolin, wie dort angegeben) mit feinstem Quarzpulver (das als 
phosphatfrei erwiesen war) nachgeklärt. Fast ausnahmslos wird 
in stichhaltig durchgeführten Versuchen der dadurch entstehende 
Niederschlag bei weiterer entsprechender Analyse überhaupt 
phosphorfrei, also phosphorkolloidfrei befunden. 

Verf. glaubt daher, daß die in Betracht gezogenen Methoden 
die Realität der unter der Bezeichnung des „Restphosphors“ 
zusammengefaßten analytischen Größe erhärtet haben. Diese 
Auffassung wird durch die in vorhergehender Publikation und 
bereits früher wiederholt erörterte Frage nach den Schwan- 
kungen in der Größe der für „Restphosphor“ ermittelten Zahlen 
ganz erheblich bestärkt. Es haben sich nämlich, wie an- 
schließend zu behandeln ist, bei bestimmt gearteten Patho- 
chemien des Serums nicht nur absolute, sondern auch relative 
Verschiebungen in den für „Restphosphor“ ermittelten Be- 
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trägen feststellen lassen. Es hat also den Anschein, als ob 
nicht nur dem gesamten säurelöslichen Phosphor sowie dem 
vorgebildeten Orthophosphat, sondern auch dem Restphosphor 
eine bestimmte Bedeutung zukommt, die zur Charakterisierung 
eigenartiger Umstimmungen des intermediären Stoffwechsels wie 
schwerer Zerfallserscheinungen wertvoll werden kann. Zur Be- 
urteilung dieser pathochemischen Abweichungen ist eine aus- 
reichende Kenntnis der Verhältnisse im gesunden Organismus 
Voraussetzung. Diese ist durch die vorstehend beschriebene 
Untersuchungsreihe an Hand eines gewissen Materiales mit 
- einer ausreichenden Methodik, die einiger Erweiterung fähig 
ist, zum großen Teile, allerdings zunächst nur für die Grund- 
lage des gesunden, nüchternen, gut ernährten Mannes erfüllt 
worden. 

Nehmen wir nun mit den Befunden und Darlegungen zur 
Frage der Phosphatämie bei gesunden Männern aus der vorher- 
gehenden Mitteilung an, daß rd. ?/, bis rd. */, der Untersuchten 
im nüchternen, ausgeruhten Zustande Werte an säurelöslichem 
Phosphor zeigten, die zwischen 2,0 mg P und 4,0 mg P für 
100 ccm Serum lagen (Mittelbereich), und daß von dem Reste 
je rd. 10%/, zwischen 1,0 mg und 2,0 mg P bzw. 4,0 mg und 
5,0 mg P verteilt waren (erweiterter Mittelbereich), so würden 
jene Zahlen rd. 15°/, „Restphosphor“ (zumeist über 0,5 mg P; 
0,35 bis 0,8 mg) einschließen. Diese Zahlenverhältnisse werden 
einstweilen für die Norm und weitere Betrachtung zugrunde 
gelegt. 

Fraglich bleibt 'gegenüber den Analysenbefunden nebst der 
Auswertung der methodischen Verhältnisse eine etwaige hydro- 
lytische Bedeutung des Enteiweißungs- bzw. Extraktionsver- 
fahrens bei entschieden saurer Reaktion. Ob hierdurch eine 
Absprengung löslich werdender Komponenten aus höhermole- 
kularen Verbindungen statthat oder statthaben kann, muß ein- 
dringlicher geprüft werden. Diesem Einwande mag andererseits 
entgegengehalten werden, daß die entschieden alkalische Re- 
aktion der Orthophosphatfällung durch Magnesiamixtur ihrer- 
seits hydrolytische Wirkungen auslösen könnte. Jedenfalls lehren 
die bisher erörterten und nunmehr zum Teil beschriebenen ge- 
naueren analytischen Verhältnisse über Phosphatbestimmung 
und Phosphorverteilung im menschlichen Serum, daß die durch 
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das Enteiweißungsverfahren geschaffenen Werte des „säurelös- 
lichen Phosphors“ ganz allgemein, etwa aus Gründen bequemer 
analytischer Handhabung nur mit gewisser Einschränkung als 
Ausdrücke für die gewünschten Zahlen an Orthophosphat be- 
nutzt zu werden verdienen, daß mithin in einem größeren Be- 
reiche pathologischer Seren einem gesuchten Werte an vorgebil- 
detem Orthophosphat bzw. „anorganischem Phosphor“ keines- 
wegs der ermittelte an säurelöslichem Phosphor (bei entsprechen- 
der Verrechnung) ohne weiteres substituiert werden darf. Auch 
in der Norm werden die Abweichungen um ein Beträchtliches 
die zulässigen Fehlergrenzen überschreiten, jedenfalls in der 
überwiegenden Mehrzahl der Fälle. 

Die nunmehr beschriebenen, bereits früher verwerteten 
Verhältnisse stehen prinzipiell im Einklange mit der letzten 
Arbeit von Greenwald, in der der Autor aus methodologischen 
Versuchen (für menschliches Serum 1 Fall mit Magnesiafällung) 
und der Dialyse den Schluß zieht, daß der noch unbekannte 
Anteil des säurelöslichen Phosphors in untergeordneter Menge 
neben dem „anorganischen“ bestehe, in relativ geringer Menge 
vorkomme und kaum 1,0 mg für 100 ccm Serum überschreite. 
Der Einwand, daß das native Serum eine Eigenschaft zur 
Hemmung bzw. Störung der Fällung von Orthophosphat ent- 
halte, wurde von Greenwald gleichfalls als unwahrscheinlich 
bezeichnet. Immerhin fehlte bei diesen höchst approximativen 
Äußerungen jeder sichere Anhalt, den erst längere Unter- 
suchungen und breitere Materialien vermitteln konnten. Im 
gegebenen Zusammenhange werden nunmehr diese zeitlich 
früheren eigenen Ergebnisse bei der Wichtigkeit der vorliegen- 
den Frage für die Pathochemie der Mineralstoffe des Serums 
eingehend beschrieben. 

Erörterungen über die Phosphate des Serums haben nach 
Kenntnis des Verf. mit Ausnahme der jüngsten Literatur kaum 
je stattgefunden. Hinsichtlich der anzunehmenden anorgani- 
schen Bestandteile der Fraktion des „Restphosphors“ möchte 
Verf. ausdrücklich auf eine mikrobiologische, farbchemische Be- 
trachtung von Giemsa hinweisen, der fiir eigenartige Erschei- 
nungen wesensverwandter Art die Erklárung in der Annahme 
von Gebilden mit Metaphosphorsäureradikalen bzw. mit anderen 
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Phosphorsäureresten oder -Komplexen als der Orthoreihe er- 
blickt !). 
Schlußsätze. 

In der vorliegenden Mitteilung wird im Anschlusse an 
frühere Erörterungen über Versuche berichtet, die darauf ab- 
zielen, die Beziehung zwischen dem säurelöslichen Phosphor 
der Eiweißfällung bzw. des Extraktions- und Veraschungsvor- 
ganges und dem vorgebildeten direkt abscheidbaren Orthophos 
phat herzustellen. 

Diese Frage wurde zunächst an Seren nüchterner, ge- 
suuder Männer bearbeitet. Aus größeren Versuchsreihen über 
den säurelöslichen Phosphor (112 Gesunde) wurden 20 mittlere, 
durchaus normale und 4 extreme Befunde ausgewählt, die ver- 
gleichend untersucht wurden. 

Es läßt sich zeigen, daß die Werte der gegebenen Methoden 
gegeneinander so weit abweichen, daß die Differenz zu einer 
selbständigen, objektiven Größe gedeutet werden darf. 

Für diese wird die Bezeichnung „Restphosphor“ gewählt. 

Dieser ist in der Norm im nüchternen Zustande mit Werten 
von zumeist über 0,5 mg P für 100 cem Serum, entsprechend 
im großen Durchschnitte 15°/, des säurelöslichen Gesamtphos- 
phors, vertreten und unterliegt einiger Variation. 

Die Methodik des säurelöslichen Phosphors kann nicht 
ohne Einschränkung als Ersatz für die direkte Bestimmung der 
Orthophosphate des Serums angesehen werden. 

Dem „Restphosphor“ kommt, wie früher erörtert, gelegent- 
lich eine besondere Bedeutung zu, worauf in anschließenden 
Mitteilungen über spezielle Untersuchungen hingewiesen wird. 

Die Ergebnisse stimmen mit einer Äußerung über kurze 
methodologische Versuche von Greenwald im Prinzip überein. 


1) St. v. Prowazek, Handbuch der pathogenen Mikroorganismen 
1, 18; Giemsa, Theorie der Färbung, Leipzig 1911. 


Synthese von zwei neuen Disacchariden und ihr 
biologisches Verhalten. 


Von 


Fritz Wrede, Erfurt. 
(Eingegangen am 23. Mai 1917.) 


In einer jüngst veröffentlichten Arbeit beschrieb ich in 
Gemeinschaft mit W. Schneider!) die synthetische Darstellung 
von zwei neuen Disacchariden. Der besondere, völlig neuartige 
Bau dieser Zucker, welche die ersten krystallisierten künstlichen 
Biosen darstellen, regte dazu an, ihr Verhalten im Tierkörper 
und ihre Spaltbarkeit durch verschiedene Enzyme und Mikro- 
organismen zu prüfen. 

Bevor ich auf diese Versuche eingehe, möchte ich in Kürze 
den chemischen Teil der Arbeit darstellen. Alles Nähere über 
dieses Kapitel findet sich in der oben zitierten Arbeit. 

Während auf dem Gebiete der Synthese von Monosaccha- 
riden große Erfolge zu verzeichnen sind — von den 16 theo- 
retisch möglichen stereoisomeren Aldohexosen sind- z. B. 14 
künstlich dargestellt —, ist man trotz eifriger Bemühungen 
mit dem Zusammenkuppeln von Monosen zu Disacchariden 
nicht sehr weit gekommen. Die ersten Versuche zum Aufbau 
von Disacchariden, zu denen auch die „Synthese des Rohr- 
zuckers“ gehört, erwiesen sich beim Nachprüfen als auf un- 
genauen Beobachtungen beruhend. Die Darstellung eines zu- 
sammengesetzten Zuckers, der ein exaktes Charakterisieren in 
chemischer Hinsicht ermöglichte, war nicht gelungen’). 

Bessere Resultate hatte erst E. Fischer, dem es glückte, 
einige Disaccharide darzustellen, die wenigstens in ihren Deri- 
vaten krystallisiert und in reiner Form erhalten werden konnten. 


1) Ber. 50, Heft 10, 1917. 
2) Zusammenstellung der Literatur bei E. Fischer, Ber. 23, 3687. 
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Er ließ Acetobromglucose auf die Natriumverbindungen von 
Monosen einwirken und kam so zu Tetraacetylderivaten von 
Biosen, aus denen sich die vier Acetylgruppen abspalten ließen. 
Die Osazone dieser Disaccharide konnten krystallisiert gewonnen 
werden, die Zucker selbst jedoch nicht. — Eine weitere Dar- 
stellung beruhte auf der synthetisierenden Wirkung einiger 
Enzyme. So glückte es z. B. E. Fischer, aus Glucose und 
Galaktose mit Hilfe von einem Enzym aus Kefirkörnern eine 
Biose zu erhalten, die er Isolactose nannte. — Ein zwar amorphes, 
doch analysenreines Disaccharid erhielt er durch Zusammen- 
kuppeln von zwei Molekülen Acetobromglucose mittels Silber- 
carbonats. Er gelangte so, allerdings mit sehr geringer Aus- 
beute, zu einem nichtreduzierenden Disaccharid, das aus zwei 
Molekülen Glucose bestand. Diesen Zucker nannte er Iso- 
trehalose, da er in bezug auf die Art der Komponenten und 
sein fehlendes Reduktionsvermögen der Trehalose glich, einer 
Biose, die sich in der Natur findet. 

Uns glückte es nun, zwei ebenfalls nichtreduzierende Di- 
saccharide aufzubauen, die leicht in beliebiger Menge, und 
zwar in prachtvoll krystallisiertem Zustande, erhalten werden 
konnten. Von den bekannten Disacchariden unterscheiden sie 
sich dadurch, daß sie an Stelle des die beiden Monosaccharide 
verbindenden Brückensauerstoffs ein Schwefel- resp. Selen-Atom 
enthalten?). 

Wir erhielten diese Zucker durch Einwirkenlassen von 
Kaliumsulfid resp. -selenid auf eine äquimolekulare Menge von 
ß-Acetobromglucose in absolut alkoholischer Lösung. Es bildete 
sich bei der Reaktion neben Kaliumbromid ein in Alkohol 
schwer lóslicher, krystallisierter Körper, der Schwefel resp. Selen 
enthielt. Die Analyse dieser Stoffe ergab die Zusammensetzung 
C,sH3¿0,5S[Se]. Bei der Hydrolyse bildete sich Schwefel- resp’ 
Selenwasserstoff' neben einem reduzierenden Zucker. Ferner 
ließen sich 8 Acetylgruppen nachweisen. 

C H S 
Cos H3g0,58. Ber.: 48,39 5,52 4,62 
Gef.: 48,22 5,79 4,64 


1) Als Monosaccharidkomponente wurde bisher nur Glucose benutzt. 
Durch Verwendung anderer Monosen werden sich wahrscheinlich noch 


eine größere Anzahl solcher Disaccharide darstellen lassen. 
Biochemische Zeitschrift Band 83. 7 
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C 
Cas Hz50,¿80. Ber.: 10,68 Se 
Gef.: 10,51 Se 


Die Molekulargewichtsbestimmung der schwefelhaltigen Ver- 
bindung ergab: 

Cas Hzg0,¿8. Ber.: M = 694,4 
; Gef.: M= 720,7 

Zur Bestimmung der Acetylgruppen wurden 0,7167 g der 
schwefelhaltigen Substanz mit 45,6 ccm n-Natronlauge über- 
gossen. Nach klarer Lösung wurde zurücktitriert, wozu 37,4 ccm 
n-Säure nötig waren, so daß 8,2 cem, d. h. die für 8 Acetyl- 
gruppen berechnete Menge, zur Neutralisation der entstandenen 
Essigsäure verbraucht wurden. 

Die optische Drehung war für den schwefelhaltigen Stoff 
in Acetylentetrachlorid [a]? = — 38,21%, für den selenhaltigen 
[e]}! = — 51,240, 

Nach diesen Beobachtungen handelte es sich also um die 
Octaacetate eines schwefel- bzw. selenhaltigen Disaccharides, 
deren Bildung man sich nach der Gleichung: 

2C,,H,,0,Br + K,S[Se] = C,,H,,0,,8[Se] + 2KBr 
Acetobromglucose 
vorstellen kann. Die Zucker mußten ihrer Konstitution nach 


der Isotrehalose Fischers entsprechen, also nach der Formel 





| (0) 
CH,OH—CHOH—CH-—CHOH—CHOH—CH 


>S [Se] 
CH,OH—CHOH—CH—CHOH—CHOH—CH 
jes O +] 





gebaut sein. 

Es gelang nun, nach Abspaltung der Acetylgruppen durch 
alkoholisches Ammoniak die Zucker selbst in prachtvollen, großen 
Krystallen zu erhalten. Sie hatten der Analyse nach die Zu- 
sammensetzung C,,H,,0,,S[Se]. 

C H S 
Cia H2015. Ber.: 40,20 6,19 8,95 
Gef.: 40,20 6,36 9,07 

C H Se 
C,¡¿H,20,pSe. Ber.: 35,52 5,47 19,54 
Gef.: 35,25 5,61 19,48 
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Der Schmelzpunkt liegt fúr die Schwefelverbindung scharf 
bei 174°, für die Selenverbindung bei 193% (unkorrigiert). Die 
Disaccharide erweisen sich als vollkommen indifferent gegen 
Fehlingsche Lösung. Sie sind leicht löslich in Wasser, fast 
unlöslich in absolutem Alkohol. Ihr optisches Drehungsver- 
mögen ist negativ ([«]}f = — 84,74% für den Schwefelzucker, 
[a] — — 83,58% für den Selenzucker in wässeriger Lösung). 
Die Drehung bleibt während 24 Stunden konstant. — Nachdem 
auch in der Tatsache der Linksdrehung eine Parallele zu der 
Isotrehalose festgestellt war, schien es zweckmäßig, die Zucker 
Thioisotrehalose und Selenoisotrehalose zu nennen. 

Gegen hydrolytische Ägentien sind die Zucker sehr wider- 
standsfáhig. Durch Alkalien werden sie auch in der Wärme 
nicht verándert, durch siedende Mineralsáuren erst bei stárkeren 
Konzentrationen, und dann auch nur sehr langsam. So ergab 
eine Bestimmung des bei der Spaltung durch siedende 10°/,ige 
Salzsäure entbundenen Schwefelwasserstoffs, daß nach 1 Stunde 
nur etwa 6,7%/,, nach 4 Stunden 27,8°/, des Zuckers hydro- 
lysiert waren. 

Mit einigen Metallen geben die Zucker Salze, von denen die 
schön krystallisierenden Kaliumsalze näher untersucht wurden. 
Je nach der Darstellung erhält man Salze von der Zusammen- 
setzung (C,,H,,0,0S[Se]K + 2H,0 oder C,,H,¿0,/¿S[Se]K, 
-+ 4H,0. 

Der Versuch, aus Kaliumtellurid und Acetobromglucose 
einen entsprechenden Tellurzucker zu bilden, mißlang bisher. 


Die Widerstandsfähigkeit dieser Disaccharide bei der Hydro- 
lyse ließ schon mit einiger Wahrscheinlichkeit erwarten, daß 
sie auch eine erhebliche Resistenz gegen die spaltenden Ein- 
flüsse von Lebewesen und Enzymen zeigen würden. Die dies- 
bezüglichen Versuche bestätigten diese Vermutung. 

Die Toxizität der Thio- und auch der Selenoisotrehalose 
erwies sich als sehr gering. Von Mäusen wurden wiederholte 
Injektionen von 0,03 g Zucker (in 1 cem Wasser gelöst) ohne 
irgendwelche Erscheinungen vertragen. Einem Meerschweinchen 
im Gewicht von 350 g wurde täglich 0,02 g Selenozucker in- 
jiziert: das Tier fühlte sich dabei wohl und hatte nach 3 Wochen 

7* 
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40 g an Gewicht zugenommen. Auch die Darreichung per os 
verlief symptomlos. 

Es wurde beim Kaninchen versucht, nachzuweisen, welches 
Schicksal die Zucker im Körper erleiden. Einem Tier von 
1600 g Gewicht wurde 1,0 des Thiodisaccharides subcutan in 
wäßriger Lösung verabfolgt. Das Tier zeigte keinerlei Ver- 
änderung. Der Urin von 24 Stunden wurde quantitativ auf- 
gefangen und ein abgemessener Teil verarbeitet. Er zeigte 
keine Veränderung in Geruch und Aussehen. Auf Fehlingsche 
Lösung war er ohne Einfluß. Erst nach längerem Kochen mit 
Säuren trat Schwefelwasserstoffgeruch auf. Die Flüssigkeit re- 
duzierte dann (nach Entfernen des Schwefelwasserstoffs) Fehling- 
sche Lösung. Es war zu vermuten, daß wenigstens ein Teil 
des Zuckers den Körper unzersetzt passiert hatte. Um dies 
nachzuweisen, wurde von dem Urin zur Trockne verdampft 
und der Rückstand mit Essigsäureanhydrid und trockenem 
Natriumacetat 10 Minuten gekocht. Die Flüssigkeit wurde in 
kaltes Wasser gegossen und der in Wasser unlösliche Teil nach 
einigem Stehen abfiltriert, in warmem Eisessig gelöst und all- 
mählich mit Wasser versetzt. Es fielen farblose Nadeln aus, 
die nach Umkrystallisieren aus Alkohol den Schmelzpunkt der 
Octaacetylthioisotrehalose zeigten. Eine Mischprobe ließ den 
Schmelzpunkt unverändert. Es war damit bewiesen, daß der 
Zucker den Tierkörper wenigstens zum Teil unverändert ver- 
läßt. — Es konnte nun gezeigt werden, daß der Zucker auch 
in der Quantität ungeändert im Urin wieder auftritt: der Urin 
der ersten 24 Stunden (nach dieser Zeit erwies er sich als 
optisch inaktiv wie der normale Urin des betreffenden Kanin- 
chens) zeigte eine Linksdrehung, die einer Menge von 0,89 g 
Thiodisaccharid entsprach. Es wurden also 89°/, von dem 
1,0 g subcutan verabfolgten Zucker im Urin wieder aufgefunden. 
Dieselben Versuche ließen sich mit Selenoisotrehalose durch- 
führen. Hier wurden 85°/, Zucker im Urin wieder nach- 
gewiesen). 

1) Die Absicht, den für den Körper scheinbar völlig indifferenten 
Zucker als Süßstoff für Diabetiker zu verwenden, scheiterte leider an 
der ziemlich geringen Süßkraft. Beide Zucker zeigten in 5°/,iger Lösung 
nur die Süßigkeit einer 1,5°/,igen Rohrzuckerlösung. Auch machte sich 
ein geringer bitterer Beigeschmack geltend. 
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Während die Isotrehalose Fischers durch Emulsin und 
durch Hefeextrakt gespalten wird, erwiesen sich unsere Zucker 
als indifferent diesen beiden Stoffen gegenüber. Ihrer Ent- 
stehung aus Acetobromglucose nach muß man in ihnen Ver- 
treter der sogenannten ß-Reihe erwarten, auf die Emulsin 
sonst einwirkt. — Auch Myrosin, ein Enzym, daß im Samen 
mehrerer Cruciferen vorkommt und die Senfölglykoside am 
Schwefelatom spaltet, erwies sich als indifferent. — Ein Enzym, 
das in Aspergillus niger sich findet und das die Eigenschaft 
hat, das Disaccharid Trehalose zu zerlegen, zeigte sich eben- 
falls als unwirksam. 

Das Gemisch von Hefeenzymen, das verwandt wurde, war 
gewonnen nach der Vorschrift von Lebedew*), wonach Bier- 
hefe mehrmals mit Wasser gewaschen und abgesaugt wird. Die 
Masse wird dann 2 Tage auf Filtrierpapier bei ca. 30° ge- 
trocknet, danach gepulvert. 1 Teil des Pulvers wird 2 Stunden 
bei 35° mit 3 Teilen Wasser digeriert. Das Filtrat ist fast 
völlig hell und klar und zerlegt Rohrzucker in wenigen Minuten 
kräftig. Zu diesem Enzymsaft wurde Thio- und Selenozucker- 
lösung gesetzt. Nach 24 Stunden hatte sich die optische 
Drehung nicht geändert. Schwefelwasserstoffgeruch war nicht 
bemerkbar, ebenso war keine Glucose nachzuweisen. 

Ein analoger Versuch mit 5°/,iger Emulsinlósung, die 
ß-Methylglucosid in 24 Stunden bei 30% zu 93°/, spaltete, 
verlief ebenso. 

Eine frisch ausschwarzem Senfsamen bereitete Myrosinlösung, 
die das Senfölglucosid Sinigrin lebhaft zerlegte, ließ die Zucker ab- 
solut intakt. Die Zucker-Schwefelbindung beider Thioisotrehalose 
muß jedenfalls anders geartet sein als in den Senfölglykosiden, 
wo die Glucose doch auch direkt an das Schwefelatom ge- 
bunden ist, wie früher durch Abspaltung von Thioglucose aus 
Sinigrin?) gezeigt worden ist. 

Die Trehalaselösung wurde aus einer Kultur von Asper- 
gillus niger nach Bourquelot?) bereitet, indem die mit Sand 
verriebene Schimmeldecke in 95%/,igem Alkohol 5 Stunden 


1) Compt. rend. 152, 49 und 1129; Zeitschr. f. physiol. Chem. 73, 447. 
2) Schneider und Wrede, Ber. 47, 2225, 
3) Compt. rend. 116, 826. 
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stehen gelassen wurde. Die im Vakuum getrocknete Masse 
wurde ca. 6 Stunden mit destilliertem Wasser bei 30° digeriert 
und dann abfiltriert. — Auch nach 24stündiger Einwirkung 
dieser Enzymlösung wurde keinerlei Spaltung der Zucker be- 
obachtet. 

Beim Stehenlassen einer Thioisotrehaloselösung mit Treha- 
laseenzym hatte sich die Flüssigkeit mit Mikroorganismen in- 
fiziert. Es trat offenbar durch Einwirkung derselben eine 
Spaltung des Zuckers ein, da sich starker Schwefelwasserstoft- 
geruch bemerkbar machte und die Flüssigkeit reduzierende 
Eigenschaften zeigte. Es wurden mikroskopisch unter wenigen 
andern Bakterien kurze Stäbchen nachgewiesen, die wohl für 
die Spaltung verantwortlich gemacht werden mußten. In der 
Annahme, daß es sich um Bacterium coli handelte, wurde 
Nährflüssigkeit nach Zusatz von 2°/, Thioisotrehalose mit Coli, 
Typhus und Paratyphus A infiziert. Hier wurde aber keine 
Spaltung mehr beobachtet. Auch lebende Bierhefe und Asper- 
gillusarten blieben ohne Wirkung. 





Herrn Geh. Rat Pohl-Breslau, der mir bei der Bearbeitung 
des biologischen Teils seine Hilfe und die Hilfsmittel des dortigen 
Pharmakologischen Instituts freundlichst zur Verfügung stellte, 
sage ich auch hier nochmals meinen besten Dank. 


Zur Methodik der Acetonbestimmung. 
Von 
Malte Ljungdahl, 


Dozent der inneren Medizin. 


(Aus dem Medizinisch-chemischen Institut der Universitát Lund.) 
(Eingegangen am 25. Mai 1917.) 
Mit 1 Figur im Text. 


Unter allen jenen Methoden, die zur quantitativen Be- 
stimmung von Aceton und Acetessigsäure angegeben worden 
sind, dürften wohl diejenigen, die auf dem jodoformbildenden 
Vermögen des Acetons begründet sind, die größte Verwendung 
gefunden haben. 

Gegen diese Methoden werden in verschiedener Richtung 
Einwendungen gemacht. Im großen und ganzen dürfte man 
doch darüber ziemlich einig sein, daß das Prinzip dieser Me- 
thoden glücklich ist. Die titrimetrische Bestimmung ist einfach 
und von einer Genauigkeit, die hinreichend für klinischen Ge- 
brauch ist und auch die Forderungen der wissenschaftlichen 
Forschung unserer Zeit erfüllt. 

Ein Fehler haftet aber dieser Bestimmung (wie übrigens 
auch den anderen hier nicht erwähnten) bei: sie beanspruchen 
eine geraume Zeit. Der nicht unbedeutende Apparat macht 
es schwierig, auch für ziemlich wohl ausgerüstete klinische 
Laboratorien mehrere Bestimmungen gleichzeitig auszuführen. 
Die vielen Manipulationen bei dem früher am meisten ge- 
brauchten Verfahren, der Methode von Messinger-Huppert, 
bringen es außerdem mit sich, daß die Fehler nicht ganz un- 
bedeutend werden. Der Umstand, daß man bei darauf gerich- 
teten Versuchen nicht alles zugesetzte Aceton wiederfindet 
(nach Sammet 95,65 bis 96,6%/,, nach Schwarz 96 bis 97°/,), 
läßt sich in dieser Weise am leichtesten erklären. 
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Die bedeutende Vereinfachung, welche die Methode durch 
die von Embden und Schmitz angegebene Modifikation ge- 
wonnen hat, brachte in dieser Beziehung eine willkommene Er- 
leichterung. Es wird dadurch der Aufwand sowohl von Zeit wie 
von Arbeit nicht unwesentlich reduziert. Außerdem fällt dabei 
der bei dem Verfahren nach Messinger-Huppert konstatierte 
Verlust im allgemeinen ganz weg, wie ich mich auch selbst 
durch zahlreiche Versuche davon überzeugen konnte. 

Immerhin ist auch nach dieser Methode die Acetonbestim- 
mung eine zeitraubende Arbeit. In Kliniken, wo: viele Zucker- 
kranke gepflegt werden, beansprucht auch die quantitative 
Acetonbestimmung einen unverhältnismäßig großen Anteil an 
Zeit und Arbeit des Laboratoriumpersonals. Fordert doch 
jede Bestimmung 25 Minuten. Dazu kommt noch, daß man 
die Destillierung der ganzen Zeit beobachten muß, damit diese 
nicht allzu schnell erfolgt und die Einengung der zu destillieren- 
den Flüssigkeit zu weit geht, was ja bekanntlich durch Über- 
gang von anderen jodbindenden Substanzen, nach Buchardts 
Feststellung besonders bei zuckerhaltigem Urin, zu nicht un- 
beträchtlichen Fehlern Anlaß geben kann. 

Eine weniger zeitraubende Methode ist folglich sehr wün- 
schenswert, den Bedarf habe ich oft von Kollegen ausgesprochen 
hören. ` 

Aus Ursachen, die früher berührt worden sind, scheint 
keine Veranlassung vorzuliegen, das Prinzip der gewöhnlichen 
Methode zu verlassen: die Jodoformbildung und die Titrierung 
auf Überschuß von Jod mit dem vorzüglichen Indikator, den 
uns die Stärke bietet. Was zu ändern ist, ist das Destilla- 
tionsverfahren. Es ist das Destillieren, das den großen Auf- 
wand von Zeit beansprucht. Um die Destillation zu verkürzen, 
ist es natürlich notwendig, die zu destillierende Menge redu- 
zieren zu können. Dabei ist aber die Bedingung notwendig 
aufzustellen, daß trotz der kleineren Menge keine größere Kon- 
zentration der Flüssigkeit stattfinden darf. 

Die Destillierung durch direktes Kochen der zu prifenden 
Flüssigkeit läßt sich bei diesen Erfordernissen nicht brauchen. 
Statt dessen bin ich zur Destillation mittels durchströmenden 
Wasserdämpfen übergegangen. Es ist ohne weiteres klar, daß 
das erwünschte Ziel dadurch sofort erreicht wird. Die Menge 
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kann dabei zu jedem gewinschten Grade vermindert werden, 
eine Einengung kommt nicht zustande, es wird natürlich das 
Gegenteil eintreten, die Flüssigkeit wird mit länger dauernder 
Destillation mehr und mehr durch die einströmenden Wasser- 
dämpfe verdünnt. 

Die Möglichkeit, kleine Mengen der Untersuchung zugrunde 
zu legen, muß selbstverständlich höchst willkommen für die Be- 
stimmung des Blutacetons sein. Die großen Mengen Blut, die nach 
den jetzt üblichen Methoden erforderlich sind (nach Embden- 
Kalberlah 100 ccm, nach Letsche 500 cem oder noch 
mehr) machen es unmöglich, diese Bestimmungen in größerer 
Ausdehnung zu brauchen. Verwendet man zur Titration ge- 
nügend verdünnte Titrationsflüssigkeiten, so kann man die Quan- 
tität höchst bedeutend vermindern, was sich, wie ich schon 
in vorbereitenden Versuchen glaube festgestellt zu haben, mit 
meiner Methode leicht erreichen läßt. Die Untersuchungen 
hierüber hoffe ich später fortsetzen zu können. In diesem 
Zusammenhange wird nur die Bestimmung des Acetons (Total- 
aceton) im Harne berücksichtigt. 

In seiner 1916 erschienenen Arbeit: „Methoden zur Mikro- 
bestimmung einiger Blutbestandteile“ hat Bang für die Mikro- 
Kjeldahlmethode einen kleinen Apparat für Destillierung ange- 
gegeben, der ebenso einfach wie praktisch ist. Diese Vorteile 
haben bereits dem Bangschen Apparat in mehreren sowohl 
in- wie ausländischen Kliniken Eingang verschafft, und eine 
noch mehr allgemeine Verbreitung scheint mir nur eine Frage 
der Zeit zu sein. Die neue Methode diesem Apparat anzupassen, 
muß deshalb große Vorteile bieten. Indem ich diesen Weg 
betrete, folge ich dem Vorschlag Professor Bangs. 

Die Zusammensetzung des genannten Apparates geht aus 
der Figur hervor. Der Wasserdampf wird in einem Koch- 
kolben von 300 ccm Inhalt entwickelt, der mit Wasser bis ?/, 
oder mehr gefüllt ist. Bei zu geringen Wassermengen wird die 
Kochung oft ungleich. Für gleichmäßiges Kochen sorgt man 
außerdem durch Zusatz von Siedesteinchen, d. h. von 3 bis 
4 linsen- bis erbsengroßen Bruchstücken eines zerbrochenen 
Tonzylinders. Da der Luftgehalt der Siedesteine deren Wir- 
kung bedingt, so muß man sie nach jeder Versuchsreihe 
durch neue ersetzen; doch sind sie nach dem Trocknen wie- 
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Fig. 1. 


der zu gebrauchen. Luftfreie Siedesteinchen bedingen geradezu 
StoBen. ® 
Der Kochkolben ist-mit einem durchbohrten Korkstopfen 


verschlossen, der ein Glasrohr trägt, das mittels eines Gummi- 
schlauches mit einem zweiten Glasrohr verbunden ist, durch 
das der Wasserdampf auf den Boden des Destillationskolbens, 
der den Harn enthält, geleitet wird. Als solcher dient ein 
langhalsiger Kjeldahl-Stehkolben von 50 cem. Dieser Kolben 
trägt außerdem ein Destillationsrohr mit einer Vorrichtung 
nach Hopkins zum Verhüten des Überspritzens des Harns. 
Das Destillationsrohr ist oben beinahe rechtwinkelig abgebogen 
und mittels Korkstopfen mit einem ebenfalls gebogenen Röhr- 
chen aus Platin (oder mit platinierter Spitze) verbunden, das 
einen kleinen kupfernen oder silbernen Kühler trägt. Die 
Verbindung zwischen dem Destillationsrohr sowie dem vom 
Kochkolben gehenden Glasrohr mit dem Kjeldahlkolben ge- 
schieht mit einem gut schließenden, doppelt durchbohrten 
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Gummistopfen. Es muß besonders hervorgehoben werden, daß 
das letztgenannte Rohr möglichst nahe dem Boden des Kjeldahl- 
kolbens schließt, damit es schon zu Anfang der Destillation in 
den Harn eintaucht. Sonst braucht es zum vollständigen Über- 
gehen des Acetons viel längere Zeit. Die langsamere Aufwär- 
mung des Harns kann es außerdem mit sich bringen, daß Aceton 
schon mit der ausgetriebenen Luft entweicht, was bei nicht 
sehr ausgiebiger Kühlung nicht unbedeutende Verluste veran- 
lassen kann. 

Das gebogene Glasrohr, das den Wasserdampf in den 
Destillationskolben überführt, ist mit einer kleinen, nach oben 
weisenden Seitenröhre versehen, die durch einen Gummischlauch 
und einen kleinen Quetschhahn verschlossen wird. Hierdurch 
wird man imstande sein, in jedem beliebigen Augenblicke die 
Destillation abzubrechen!). 

Als Vorlage dient ein 150 bis 200 cem fassendes Becher- 
glas mit etwa 50 ccm kaltem Wasser. 

Der Kjeldahlkolben wie die Vorlage ruhen auf stellbaren 
Stativen. 


Ausführung. 


Nachdem die Vorlage mit der angegebenen Menge (etwa 
50 ccm) kalten Wassers beschickt ist, wird sie mittels des 
Stativs so eingestellt, daß das Abflußrohr des Kühlers bis zum 
Boden des Becherglases reicht, etwa 3 cm in das Wasser ein- 
tauchend. Die genau abgemessene Harnmenge wird in den 
Destillierkolben eingeführt und mit 5 Tropfen 25°/,iger Essig- 
säure versetzt, der Brenner unter den Kochkolben, dessen 
Wasser bereits aufgewärmt worden ist, gestellt. Nach einge- 
tretenem, lebhaftem Kochen und Abgang von Wasserdämpfen 
aus dem Rohr wird der Destillationskolben fest auf seinen 
Gummistopfen gedrückt und mit dem Stative unterstützt; die 
Seitenröhre ist mit ihrem Quetschhahn verschlossen. Nach be- 
endigter Destillation senkt man die Vorlage, spült das Abfluß- 
rohr, der Brenner wird von dem Kochkolben weggeschoben und 


1) In der Figur ist diese Seitenröhre durch den Gummischlauch 
mit einem kleinen Trichter verbunden, der bei der Stickstoffbestimmung 
zum Einführen der Lauge dienen soll. 
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dann, wenn das Tropfen aus dem Abflußrohr des Kühlers auf- 
gehórt hat, der Quetschhahn der Seitenróhre abgenommen. 


Bestimmung. 


Nach beendeter Destillation versetzt man die Vorlage mit 
2 bis 10 cem *”/,yJodlósung aus einer 10-ccm-Biirette, die 
in 0,05 cem geteilt ist. Weiter wird von einer 25%/,igen Kali- 
oder Natronlauge, die an sich kein Jod verbraucht, gut die 
halbe Menge, also 1 bis 5 ccm, zugefügt. Man rührt mit einem 
Glasstabe um und läßt die Mischung 5 Minuten stehen. Dann 
wird mittels 25°/ ‚iger Salzsäure angesäuert und das überschüssige 
Jod durch Titration mit ”/, -Thiosulfatlósung bestimmt. 1 ccm 
verbrauchter Jodlösung entspricht 0,967 Aceton. 


Harnmenge. 


Die für die Bestimmung verwendete Harnquantitát be- 
trägt je nach dem Acetongehalt 2 bis 5 ccm. Bei einem ge- 
ringen solchen z. B. 0,1 g in 2000 ccm Harn entspricht jedes 
Kubikzentimeter 0,05 mg Aceton. Der von der Titration ab- 
hängige Versuchsfehler ist durchschnittlich 0,02 bis 0,03 ccm, 
wenn 1 bis 2 cem Jodlösung verwendet werden. Dieser Fehler 
ist selbstverstándlich von der benutzten Harnquantitát unab- 
hängig. Werden also 5 cem des Harns zur Bestimmung ge- 
braucht, so haben wir eine Acetonmenge von 0,25 mg mit einer 
Fehlergrenze von +0,03 oder 12°/,. 

Es ist ja leicht, diesen Fehler bis 6%/, usw. herabzu- 
setzen durch entsprechende Vermehrung der Harnmenge. 
Die Verwendung von 10 ccm oder mehr bedingt aber ein 
lästiges Schäumen bei der Destillation, was wieder einen größeren 
Destillationskolben nötig macht, sonst spritzt leicht etwas Harn 
über. Auch muß die Destillationszeit ein wenig länger werden. 
Da aber diese kleinen Mengen in den Fällen von Diabetes, 
wo man für klinischen Bedarf quantitative Acetonbestimmungen 
nötig hält, selten sind, lasse ich die Bestimmungen in größeren 
Harnmengen unberücksichtigt und setze als obere Grenze eine 
Harnquantität von 5 ccm. Im allgemeinen bin ich so ver- 
fahren, daß bei einem Harne, der die Gerhardsche Reaktion 
nicht oder nur mäßig ausgesprochen zeigt, 5 ccm, wenn aber 
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diese Reaktion stark ausfállt, kleinere Mengen, nur 3 bis 2 ccm 
oder weniger, der Bestimmung zugrunde gelegt worden sind. 

Folgende Tabellen zeigen die Resultate einiger Bestim- 
mungen bei verschiedenen Acetonmengen. Die Versuche sind 
mit wäßrigen Lösungen ausgeführt. 


Tabelle I. 





Febler 











Tabelle II. 








Acetonmenge in mg 











Acetunlósung 









berechnet gefunden 























1 com 0,70 0,70 — — 
ln 0,70 0,73 + 0,03 4,0 
2 » 1,40 1,45 + 0,05 3,5 
2 » 1,40 1,45 + 0,05 3,5 
4 n 2,80 2,90 + 0,10 3,5 
4 » 2,80 2,82 + 0,02 0,7 
5 n 3,50 3,59 + 0,09 2,5 
5 n 3,50 3,55 +0,05 1,4 
10 » 7,00 7,10 + 0,10 1,4 
10 » 7,00 6,90 +0,10 1,4 
Tabelle III. 
Acetonmenge in mg Fehler 
Acetonlósung 


berechnet | gefunden mg | % 
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Destillationszeit, 
Folgende Tabellen geben darüber Auskunft. 


Tabelle IV. 
Wäßrige Lösung. Enthält im Kubikzentimeter 0,71 mg Aceton. 



























































Acetonmenge 
Acetonlösung p > r 
funden bei einer Dest.-Zeit von 
berechnet ge 
erecanet | 2Min. | 3Min. | 4Min. 
1 cem 0,71 | 0,70 0,70 0,70 
Zo» 1,42 1,41 1,41 1,41 
5 n 3,55 3,47 3,50 3,50 
10 » 7,10 7,02 | 7,06 
Tabelle V. 
Wäßrige Lösung. Enthält 0,73 mg im Kubikzentimeter. 
Acetonmenge 
Acetonlösung Gersöhnst | gefunden bei einer Dest.-Zeit von 
| 2 Min. ee 3Min. | 4Min. 
5 com 3,65 8,67 | 3,70 3,65 
5 » 3,65 3,63 | 3,63 3,65 
Tabelle VI. 
Wäßrige Lösung‘ Enthält 7,155 mg im Kubikzentimeter. 
Acetonmenge 
Acetonlösung bissshnae gefunden bei einer Dest.-Zeit von 
2Min. | 3Min. l 4 Min. 
2cm | un | 1% 14,33 | 1431 


Tabelle VII. 
Wäßrige Lösung. Enthält 7,055 mg im Kubikzentimeter. 


Acetonmenge 














Acetonlösung gefunden bei einer Dest.-Zeit von 


4 Min. | Min. 


2 ccm 14,11 14,11 14,08 14,31 

dh. 28,22 28,50 28,30 28,27 

Aus den hier angeführten Beispielen geht hervor, daß der 
Übergang des Acetons bei diesem Verfahren sehr schnell vor 


berechnet 
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sich geht. Nach 4 Minuten ist das Aceton quantitativ über- 
destilliert, auch wenn es in den größten Mengen vorhanden 
ist, die beim Innehalten der oben aufgestellten Forderungen 
auf der Quantität des zur Bestimmung verwandten Harnes 
(3 bis 2 ccm oder weniger bei reichem Acetongehalt) in Be- 
tracht kommen können. Nach 4 Minuten riecht ein zweites 
mit Jod und Alkali versetztes Destillat fast nie nach Jodo- 
form, jedenfalls fand ich darin niemals quantitativ merkbare 
Mengen. Es muß aber noch einmal hervorgehoben werden, 
daß dazu ein möglichst lebhaftes, ganz gleichförmiges Kochen 
unbedingt nötig ist. Ist man in dieser Beziehung nicht sicher, 
so ist es bei größeren Acetonmengen am besten, noch 1 Minute 
länger zu destillieren. 

Werden diese Forderungen auf lebhaftes Kochen und 
reichlichen Strom von Wasserdämpfen ohne Stoßen gefüllt, 
fängt der Harn schon nach 20, höchstens 45 Sekunden (bei 
2 resp. 5 ccm) zu sieden an, was an dem Erhitzen des Rück- 
flußrohres bemerkt wird, ebenso daran, daß in demselben 
Augenblicke der Abgang von Luftblasen durch das Wasser der 
Vorlage auf einmal aufhört. Bei nicht allzu großen Aceton- 
mengen ist die Destillation unter diesen Umständen schon 
nach 2 oder 3 Minuten beendigt. 

Werden zur Bestimmung mehr als 5 ccm Harn gebraucht, so 
muß die Austreibungszeit etwas länger berechnet werden. Noch 
bei 10 ccm hat sich im allgemeinen alles Aceton im Destillat 
schon nach 4 Minuten wiedergefunden. Doch ist anzuraten, 
dabei 5 Minuten zu destillieren. Bei noch größeren Quanti- 
täten, z. B. 20 ccm, fand ich bei einem Acetongehalt von 
14,53 mg bei einer Destillation von 3 Minuten nur 13,35 mg 
wieder; nach 5 Minuten betrug der Verlust mitunter 7 bis 8%. 
bisweilen noch weniger bis Null. Bei Ausdehnung der Destil- 
lationszeit bis 7 Minuten kann man diese Verluste im allge- 
meinen vermeiden, doch nicht immer. Das Erhitzen dieser 
größeren Mengen geht verhältnismäßig langsam vonstatten. 
Es geht schon wahrscheinlich eine gewisse Menge des Acetons 
über, die bei nicht sehr ausgiebiger Kühlung mit den während 
dieser ganzen Zeit ausgetriebenen Luftblasen dem Vorlagewasser 
entrissen werden können. Will man deshalb die Methode auch 
für solche größere Mengen gebrauchen, so muß unbedingt der 
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Kochkolben entsprechend vergrößert werden, damit die Erwär- 
mungszeit des Harnes und die damit zusammenhängende Aus- 
treibungszeit der im Destillierkolben usw. eingeschlossenen Luft 
hinreichend kurz (etwa 45 Sekunden) werde. 


Werden in der oben dargestellten Weise von normalem 
Harne 5 ccm während 4 Minuten destilliert, so ist eine Jodoform- 
bildung im Destillat mitunter kaum zu erkennen, meistens 
jedenfalls die Menge des dazu verbrauchten Jodes so gering, 
daß sie nicht bei der Titration sicher bestimmt werden kann. 
Die größten gefundenen Werte entsprachen nur etwa 0,2 ccm 
Jodlösung. i 

Wie früher erwähnt worden ist, wird der Harn mit 
5 Tropfen 25°/iger Essigsäure angesäuert. Das Destillat 
gibt dabei, mit dem Neßlerschen Reagens geprüft, entweder 
Spuren von Ammoniak, oder — meistens — diese Reaktion fällt 
negativ aus. Auch nach Zusatz von 1 ccm 10°/,iger Ammo- 
niumacetatlösung konnte keine Steigerung des Jodverbrauches 
titrimetrisch bestimmt werden. Dasselbe Ergebnis erhält man, 
wenn Glucose bis zu 10°/, zugesetzt wird. 

In der folgenden Tabelle werden die Resultate einiger 
Acetonbestimmungen in Diabetikerharnen angeführt (I) und 
zum Vergleich die Ergebnisse der Bestimmung nach Embden- 
Schmitz angegeben (II). 


Tabelle VII. 
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Die Ubereinstimmung zeigt die Genauigkeit und Zuver- 
lässigkeit des neuen Verfahrens. In der großen Zeitersparnis 
liegen bedeutende Vorteile, die besonders bei Serienunter- 
suchungen sich geltend machen müssen. Es hat dieses Ver- 
fahren aber auch darin einen nicht zu unterschätzenden Vor- 
teil, daß es eine sehr große Ersparung der recht teuren Jod- 
lösung bedeutet; sind doch die anderen Methoden mit ihrem 
oft sehr großen Aufwand von Titrierflüssigkeiten alles andere 
als billig. 

Kurz zusammengefaßt wird die Bestimmung in 
folgender Weise ausgeführt. 

1. Das als Vorlage dienende 100 bis 200 ccm fassende 
Becherglas wird mit 30 bis 50 ccm möglichst kaltem Wasser 
beschickt und unter dem Abflußrohr des Kühlers mit einem 
Stativ so eingestellt, daß das Rohr bis zum Boden reicht und 
wenigstens 3 cm in das Wasser eintaucht. 

2. In den Destillierkolben wird die Harnmenge abge 
messen: wenn Gerhards Reaktion negativ oder nur mäßig 
schwach ausfällt, im allgemeinen 5 ccm; bei maximaler Inten- 
sitát der Reaktion 3 oder 2 cem oder weniger. 

3. Wenn eine lebhafte Strömung von Wasserdämpfen aus 
den Leitungsröhren stattfindet, wird der Destillierkolben über 
diese geschoben und fest auf seinen Stopfen gedrückt, das be- 
treffende Stativ untergeschoben. 

4. Destillation 4 Minuten, dann wird die Vorlage gesen kt 
das Abflußrohr des 'Kühlers in der Vorlage mit Wasser ab- 
gespült, die Flamme wird weggeschoben, und wenn das 
Tropfen aus dem Kühler aufhört, die Klemme der Seitenröhre 
abgenommen. 

5. Aus einer 10 ccm fassenden, bis 0,05 com graduierten 
Bürette werden 1 bis 2 oder mehr Kubikzentimeter */,,-Jod- 
lösung und wenigstens die halbe Menge 25°/,ige Kali- oder, 
Natronlauge dem noch in der Vorlage bleibenden Destillat 
zugesetzt, mit einem Glasstabe umgerührt, nach 5 Minuten mit 
250/,iger Salzsäure angesäuert, mit */, ¿-Thiosulfat mit Stärke- 
als Indicator titriert. Aus der gebrauchten Jodmenge wird 
das Aceton in gewöhnlicher Weise durch Multiplizieren mit 
0,967 .als mg berechnet. 


Besonders zu beobachten ist: 1. Eine ausgiebige Durch- 
Biochemische Zeitschrift Band 88. 8 
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strömung des Kühlers mit genügend kaltem Wasser. 2. Das 
die Wasserdämpfe leitende Abflußrohr des Kochkolbens muß 
bis zum Boden des Destillierkolbens reichen oder wenigstens 
schon zu Anfang der Destillation die Oberfläche des Harnes 
berühren. 3. Das Kochen muß sehr lebhaft und gleichförmig 
vonstatten gehen; einige Tonsplitter sind dem Kochwasser 
hinzuzufügen, bei langdauerndem Arbeiten und bei eintreten- 
dem Stoßen müssen neue, lufthaltige Splitter zugesetzt werden, 
ebenso darf die Wassermenge nicht zu viel reduziert werden. 


Zur Methodik der Stickstoffbestimmung im Harn. 


Von 
Malte Ljungdahl, 


Dozent der inneren Medizin. 


(Aus dem Medizinisch-chemischen Institut der Universitát Lund.) 
(Eingegangen am 25. Mai 1917.) 


In der vorgehenden Arbeit habe ich ein einfaches Ver- 
fahren für die Acetonbestimmung im Harn angegeben, das mit 
einer Genauigkeit, die den früheren Methoden nicht nachsteht, 
eine große Ersparnis an Zeit und Reagenzien vereinigt. 

Es liegt nun sehr nahe, auch die Stickstoffbestimmung 
derselben Methodik anzupassen. Eine Vereinfachung und Ver- 
kürzung ist hier ebenso wünschenswert, und Vorteile verschie- 
dener Art muß es bieten, den verschiedenen chemischen Unter- 
suchungen der Klinik soweit wie möglich dieselben Apparate 
und dieselbe Technik zugrunde zu legen. 

Die Stickstoffbestimmung nach Kjeldahl hat manche 
Wandlungen durchgemacht und bietet auch jetzt an verschie- 
denen Orten nicht unbeträchtliche Unterschiede dar. Zahlreich 
und mannigfaltigster Form sind nicht nur die im Laufe der Zeit 
erschienenen Apparate. Nicht wenig gehen auch die Meinungen 
auseinander bezüglich des besten Verhältnisses zwischen Harn- 
und Schwefelsäuremenge, betrefís Verbrennungszeit, Art und 
Menge des Katalysators usw. Im allgemeinen lauten die Vor- 
schriften der Fachliteratur nunmehr etwa folgendermaßen: 
5 bis 10 cem Harn, die gleiche oder etwa doppelte Menge konz. 
Schwefelsäure, einige Krystalle Kupfersulfat, dann, wenn alles 
Wasser verdampft ist, ca. 5 mg Kaliumsulfat, Erhitzen noch 


1/, bis */, Stunde, nachdem die Mischung farblos oder klar grün- 
g* 
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blau geworden ist; nach ausreichender Verdünnung mit Wasser 
(2 bis 500ccm) und Zusatz von Talk und Natron- oder Kalilauge 
(40 bis 80 cem 33°/ ige Lauge) wird destilliert, das Destillat in eine 
abgemessene Menge ”/ "Säure aufgenommen, wobei, bei nor- 
malem Harne, 40 bis 50 ccm oder noch mehr nötig sind. Inner- 
halb dieser Grenzen hat sich nun in fast jedem Institut eine 
besondere Technik ausgebildet, und im großen und ganzen ist 
man wohl darüber einig, daß die Methode nach Kjeldahl 
dabei, wenigstens für Harn, hinsichtlich der Genauigkeit ge- 
nügend leistet. In Anbetracht der für diese Bestimmung 
nötigen großen Mengen von Titrierflüssigkeiten ist es nun aber 
ohne weiteres klar, daß man, ohne sonst diese altbewährte 
Verfahrungsweise zu verlassen und neue Faktoren unbekannter 
Wirkungsart in die Methode einzuführen, sehr wohl die Harn- 
menge und dementsprechend auch die Menge der Reagenzien 
wesentlich einschränken kann; hierdurch wird es aber auch 
möglich, die Destillation mit dem Bangschen Apparat auszu- 
führen, was wiederum einen nicht unbedeutenden Gewinn an 
Zeit mit sich bringt. 

Betrefís der Zusammensetzung dieses Apparates wird auf 
meinen vorigen Aufsatz hingewiesen. 

Die Ausführung der Bestimmung geschieht in folgender 
Weise: 

In einen 50-ccm-Kjeldahl-Kolben bringt man genau 
1 ccom Harn, fügt eine Messerspitze reines Kaliumsulfat in 
Substanz, 10 Tropfen einer 5°/,igen Kupfersulfatlösung und 
1 ccm konz. Schwefelsäure hinzu. 

In schräger Lage wird dann der Kolben unter dem Ab- 
zuge erhitzt. Das Erhitzen des Kolbens muß man die ersten 
Minuten überwachen. Man stellt die Flamme so ein, daß man 
zwar ein leichtes Sieden unterhält, dabei aber zu starkes 
Schäumen vermeidet, was besonders bei zuckerreichem Harn 
leicht eintritt. Allmählich wenn das Schäumen geringer wird, 
steigert man die Hitze und unterhält ein ruhiges Sieden. In 
dieser Weise fährt man fort, bis die Flüssigkeit durchsichtig 
klar grünblau geworden ist, was je nach der Menge der oxy- 
dablen Substanzen 5 bis 20 Minuten erfordert. Bei zu schnellem 
Erhitzen bekommt man — wie immer — leicht kleine Ver- 
luste. Abgesehen davon wird aber der Ausfall der Bestimmung 
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von der Länge dieses Zeitabschnittes fast ganz unabhängig. 
Bei sonst ganz gleichem Verfahren fand ich z. B. in einer Ver- 
suchsserie in 6 Proben je 12,3 mg N, trotzdem die Verbren- 
nung in den verschiedenen ' Proben 5, 7, 12, 18, 24 resp. 
30 Minuten dauerte, in einem anderen Falle 14,07 mg N bei 
7 Min, 14,12 mg bei 16 Min. 14,04 mg bei 20 Min. und 
14,12 mg bei 30 Min. 

Nachdem die Flüssigkeit ganz klar geworden ist, fährt 
man mit dem Sieden noch 20 Min. fort, um die schwerverbrenn- 
lichen Substanzen völlig zu verbrennen. Mitunter ist wohl 
die Oxydation schon nach 10, ja sogar nach 5 Min. beendigt, 
bei größerem N-Gehalt oft aber nicht, wie folgende Bei- 
spiele lehren. 











Verbrennung nach Klar- Stickstoffimenge 
werden der Flüssigkeit I u I IV 


| 19,11 9,7 10,4 
19,38 9,84 10,56 
| 19,49 | 10,15 10,60 








19,49 | 1029 | 10,56 
1949 | — 

1949 | 10,29 E 
ES 10,22 | 





Wenn die Verbrennung beendigt ist, läßt man den Kolben 
einige Minuten stehen, bis die Flüssigkeit ein wenig abge- 
kühlt ist, setzt dann etwa 10 ccm destilliertes Wasser hinzu 
und schüttelt sogleich den Kolben, bis die Salzkruste gelöst 
worden ist. Als Vorlage verwendet man am besten ein 150 ccm 
fassendes Becherglas. Dieses wird mit etwa 30 ccm Wasser 
und eine abgemessene Quantität 2/,,-Salzsáure beschickt und 
zum Beginn der Destillation mit der Stativplatte so eingestellt, 
daß die Mündung des Abflußrohres des Kühlers die Oberfläche 
der Flüssigkeit eben berührt. 

Der Kochkolben ist mit Wasser zu dreiviertel gefüllt; 
ein Paar Siedesteine sind gleichfalls eingeworfen. Die Wasser- 
leitung zum Kühler ist geöffnet. 


Jetzt wird der Kjeldahl-Kolben mit dem Kochkolben, 
dessen Wasser schon im voraus aufgewärmt ist, verbunden. 
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Der Trichter wird mit konzentrierter Natronlauge!) voll ge- 
gossen, der Quetschhahn geöffnet und nach Abfluß der Lauge 
wieder geschlossen. Sofort wird der Brenner unter den Koch- 
kolben eingeschoben und das Wasser in möglichst lebhaftes 
Sieden versetzt. Dann wird die Vorlage ein wenig höher ge- 
stellt, damit die Mündung des Abflußrohres völlig in die Ti- 
trierflüssigkeit eintaucht. 

Fast in demselben Augenblick, in dem der Inhalt des Kjel- 
dahl-Kolbens von den durchströmenden Wasserdämpfen zum 
Sieden aufgewärmt ist, geht: der Hauptanteil des Ammoniaks 
über, z. B. werden von 18 mg schon innerhalb der ersten 
2 Minuten 14 mg überdestilliert. Abgesehen natürlich von 
der Menge des Ammoniaks ist die Zeit, die bis zum Abgang 
der letzten Spuren verstreicht, hauptsächlich von der Intensi- 
tät des Siedens abhängig. Geschieht das Sieden sehr ausgiebig, 
braucht die Destillation selten mehr als 5 Min., bei nicht zu 
großen Mengen ist alles Ammoniak schon nach 2 bis 4 Min. 
übergegangen. Dies wird in gewöhnlicher Weise mit Lackmus- 
papier geprüft, nachdem das Becherglas zuerst ein wenig gesenkt 
und das Abflußrohr mit Wasser abgespritzt worden ist. Wird 
das Papier blau gefärbt, setzt man die Destillation fort, braucht 
aber nicht das Abflußrohr wieder in die Titriersäure eintauchen 
zu lassen. 

Nach beendeter Destillation wird, je nachdem die vorge- 
legte Titriersäuremenge hinreichend oder zu gering ist, um 
alles Ammoniak zu binden, mit */,,-Salzsáure bzw. "/, Lauge 
titriert, am besten mit Methylrot als Indikator. 

Die Resultate der Bestimmungen mit diesem Verfahren 
stimmen sehr gut mit denen nach den gewöhnlichen Methoden 
erhaltenen überein, wie folgende Analysen lehren. 


1) Hergestellt durch Auflösen von festem Natriumhydroxyd in 
Wasser, wobei das Atznatron nach und nach zugesetzt wird. Hierbei 
darf nur ein mäßiges Erwärmen eintreten, und man muß öfter mit einem 
Glasstabe umrühren, damit das Natron nicht festbäckt. Wenn kein 
Natron mehr in Lösung geht, wird die zähflüssige Lauge, die viel un- 
gelöstes Natriumkarbonat enthält, durch ein Asbestfilter abgesaugt und 
das wasserklare Filtrat in einer Flasche mit Korkstopfen aufbewahrt 
(Bang). 


Methodik der N-Bestimmung im Harn. 119 








chwefelsäure| Oxydations- 


Harnmenge |S 
ccm ccm zei 


| Destillations- Stickstoff 


t zeit mg 














1 35 ð 9,73 

1 30 5 9,73 

10 45 15 19,46 

5 50 25 48,65 
¡$_ÁAMMMMMMMMúúún%9¿[¿ eee 

1 35 3 1,19 

1 35 3 1,19 

10 45 15 2,45 

5 45 25 5,85 
Dh A E a Ma A 

1 30 5 12,32 

1 35 4 12,28 

10 60 20 24,78 

5 65 30 61,60 


Über Agglutination. 


Von 
Elsa Bauer. 


(Aus dem Laboratorium der medizinischen Klinik Freiburg i. Br.) 
(Eingegangen am 4. Juni 1917.) 


Frühere Untersuchungen an hiesiger Klinik!) hatten auf 
die Bedeutung der in den Bakterien enthaltenen Fettstoffe als 
Agglutinogene hingewiesen. Eine nähere Prüfung dieser Frage 
schien umso ratsamer, als die Forschungen über die chemische 
Natur der Agglutination auslösenden Substanzen noch zu keinem 
endgültigen Resultate geführt haben. Besonders in betreff der 
Agglutinogene gehen die Ansichten noch sehr weit auseinander. 
Während Winterberg?), Carego?) Brieger*), Mayer”), 
Mattes und Rannenberg?) für die Eiweißnatur der Aggluti- 
nogene eintraten, fand Nicolle”) eine in Alkohol lösliche 
Substanz, Pick®) einen Körper, der ebenfalls in Alkohl und 
Äther löslich war und keine Eiweißreaktion gab, daneben einen 
andern, den er auch nur zu den entfernten Eiweißspaltpro- 
dukten rechnen konnte. Landsteiner und v. Eisler?) neigten 
zu der Ansicht, daß es sich um eine Verbindung von Lipoiden 
mit Proteinen handle. Unter Zugrundlegung der von Stuber 


1) Stuber, diese Zeitschr. 77, 5/6, 1916. 

2) Winterberg, Zeitschr. f. Hygiene 32, 375, 1899. 

3) Coregor, Centralbl. f. Bakt. 34, 4. 

4%) Brieger und Mayer, Deutsche med. Wochenschr. 1903, 309. 
5) Brieger und Schütze, Deutsche med. Wochenschr. 1902, 477/78. 
6) Mattes u. Rannenberg, Münch. med. Wochenschr. 73, 1915. 
”) Nicolle, Annales d'Inst. Pasteur 12, 161, 1898. 

8) Pick, Hoffmeisters Beitr. 1901, 1. 

9% Landsteiner und v. Eisler, Centralbl. f. Bakt. 39, 3. 
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ausgeführten Untersuchungen soll im folgenden speziell der 
Einfluß der Fettsäuren auf den Ablauf des Agglutinationspro- 
zesses geprüft werden, zugleich sollen die Versuche, die Bak- 
terienfette als Agglutinogene experimentell zu verwenden, einen 
weiteren Ausbau erfahren. Die Versuche Stubers bezogen 
sich auf Typhus-, Diphtherie-, Tuberkelbacillen und Staphy- 
lokokken. Fortgesetzt wurden sie jetzt in dieser Arbeit mit 
bezug auf Kolifettextrakte. 

Die Fette wurden von den durch Kochen abgetöteten 
Kolibakterien durch neunstündige Verseifung mit Natronlauge 
und nachfolgende Äther- und Petrolätherextraktion nach Ku- 
magawa-Suto gewonnen. Um sicher zu sein, daß in dem 
Extrakt keine Bakterien mehr enthalten seien, wurde der 
Petrolätherextrakt durch ein Reichelfilter gesaugt. Durch vor- 
sichtiges Erhitzen auf dem Sandbad wurde der Äther langsam 
verdampft, um eine Zersetzung der Fette möglichst zu ver- 
meiden. Dann wurde der Fettrückstand in Alkohol gelöst und 
in erwärmte physiologische Kochsalzlösung getropft. Nach 
Verdampfen des Alkohols wurde die Fettemulsion ganz kurze 
Zeit aufgekocht. Mit dem so gewonnenen Extrakt wurden 
Kaninchen intravenös und subcutan in aufsteigenden Mengen 
injiziert. Die Agglutination wurde so ausgeführt, daß dem 
Tier jeweils am Tage nach der Injektion Blut aus der Ohr- 
vene entnommen wurde. Nachdem sich das Serum gut abge- 
setzt hatte, wurden 0,02 ccm mit 0,38 ccm physiologischer 
Kochsalzlösung verdünnt und von dieser Lösung die in den 
Tabellen angegebenen Verdünnungen hergestellt. Damit wurde 
die Agglutinationskraft des Serums auf Kolibacillen geprüft. 
Vor der ersten Injektion war jedesmal das Blut auf Normal- 
agglutinine hin untersucht worden. 


1. Versuch mit Kolifetten. 
Kaninchen Nr. 17, Gewicht 1500 g. 


| 3.111. | 4.111. 117.111. 18. TL (25. 111.26. mm. 5. IV. |6. IV. |14. IV. 
! | 


jektion | 1 ccm 
Aggluti- 
nations- 
titer 



















negativ negativ | 
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2. Versuch mit Kolifetten. 
Kaninchen Nr. 18, Gewicht 1480 g. 







































|17.vIL 20.VIL21.VI1. 22 von. 24.VIL 25.VIL 28,VIL. 30.VIL.'31.VIL 7.VIIL 
| 

Intrave- 
nóse In- 

jektion |2cem — |4cem| — [8cem!| — — |l0cem| — — 
Aggluti- | | | 
nations- | | | | 

titer negakiy id negativ 1:80 | 1:820 | 1:320 : [pegativ | 1:80 


3. Versuch mit Kolifetten. 
Kaninchen Nr. 19, Gewicht 1350 g. 








7. VIO. | 8. VIII. | 12. VIII. | 14. VIII. | 15. VIIL | 16. VIII. 
Subeu- 
tane In- 
jektion lcom 
Aggluti- 
nations- 
titer 1:80 

















Aus diesen Tabellen geht hervor, daß die Bakterienfette 
eine deutliche Agglutination auslösen; ferner, daß sich bei in- 
travenöser und subcutaner Injektion kein Unterschied in der 
Titerhöhe zeigt. 

Weitere Versuche wurden mit dem Blute eines Kaninchens 
angestellt, das mit dem Kolifettextrakt vorbehandelt war. Bei 
einer Agglutinationshöhe von 1:320 wurde das Tier entblutet. 
In Äthernarkose wurden die Halsgefäße freigelegt und aus der 
Carotis das Blut steril in vorgewärmtem Zylinder aufgefangen. 
Aus den 50 ccm Blut wurde das Serum durch Absetzenlassen 
gewonnen und aus ihm das ätherlösliche Fett im Lindeschen 
Apparat mit Petroläther extrahiert. Der Petrolätherauszug 
wurde dann weiter behandelt wie vorher die Bakterienfette 
und in physiologischer Kochsalzlösung emulgiert. Die Fett- 
menge, die bei der Extraktion gewonnen wurde, betrug ca. 
0,05 g, dahinzu wurden 25 ccm der Kochsalzlösung gefügt. 
Die Injektionen wurden subcutan gemacht. 
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4. Versuch mit Fettextrakt von Kaninchenblutserum. 
Kaninchen Nr. 20, Gewicht 1900 g. 





Subcutane Injektion | Agglutinationstiter 








negativ 
negativ 
negativ 
1:160 
1:160 
1:320 
1:40 
negativ 
1:160 
1:320 
1:160 
negativ 
negativ 








Diese Tabelle zeigt, daß auch der Petrolätherextrakt des 
Serums imstande ist, Agglutination auszulösen. Der fettarme 
aber eiweißhaltige Serumrückstand zeigte dagegen weit geringere 
Agglutination. Siehe Tabelle V. 


5. Versuch mit fettarmem Serumrückstand. 
Kaninchen Nr. 21 Gewicht 1600 g. 


[Suboutane Injektion Agglutinationstiter 


negativ 
negativ 


1:80 





:80 
:80 schwach 








Nach diesem Versuchsergebnis war es von Interesse, den 
Einfluß der Fettsäuren und Seifen auf die Agglutinationspro- 
zesse zu prüfen. Die Versuche wurden in vitro gemacht und 
zwar so, daß Blutserum von einem nicht agglutinierenden 
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Kaninchen zusammen mit derselben Menge der zu prifenden 
Säure in 1%/,iger, 0,1%/,iger und 0,01%/,iger Lösung verwandt 
wurden. Das Serum wurde ebenso gewonnen wie zum 4. Ver- 
suche. Die leicht löslichen Säuren wurden mit destilliertem 
Wasser verdünnt, während die schwerlöslichen, höheren Fett- 
säuren in 1%/,yigem Natriumcholat emulgiert wurden. Es resul- 
tierten in den Mengenverhältnissen, wie sie gebraucht wurden, 
haltbare Emulsionen. Selbstverständlich mußten zuerst mit 
Natriumcholat und anderen Fettemulsionsmitteln Kontroll- 
versuche gemacht werden. Dabei zeigte sich folgendes: 


6. Versuch mit Fettemulgierungsmitteln 
in 5°) ,iger Lösung. 


Emulgierungsmittel Agglutinationstiter 
Glykocholat 1:160 
Natriumdesoxycholat 1:160 
Taurocholat 1:160 
Natriumcholat 1:160 


7. Versuch mit Fettemulgierungsmitteln 
in 1°/,iger Lösung 


Emulgierungsmittel Agglutinationstiter 
Natriumdesoxycholat 1:12800 
Taurocholat 1:6400 (12800in Spuren) 
Natriumcholat 1:1600 
Glykocholat 1:12800 


8. Versuch mit Fettemulgierungsmitteln 
in 2°/ „iger Lösung 


Emulgierungsmittel ee Tree 
Natriumdesoxycholat 1:400 + 
Glykocholat — 
Natriumcholat 1:400 + 
Taurocholat — 


9. Versuch mit Fettemulgierungsmitteln 
in 1°/ „iger Lösung. 
Emulgierungsmittel Agglutinationstiter 
Natriumdesoxycholat — 
Glykocholat == 
Natriumcholat E 
Taurocholat — 
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Die 1%/,yigen Lösungen zeigten sich somit unwirksam, so 
daß ihrer Verwendung als Emulgierungsmittel nichts im Wege 
stand. 

Bei den mit Fettsäuren angestellten Agglutinatinations- 
versuchen wurden jetzt 0,02 ccm der Säure mit 0,02 ccm 
Kaninchenserum und 0,36 ccm Wasser (bei den niederen Fett- 
säuren) oder physiologischer Kochsalzlösung (bei den höheren 
Fettsäuren) vermischt. Die Verdünnungen wurden jedesmal 
bis 1:2500 durchgeführt. Nach zweistündigem Erwärmen im 
Brutschrank bis 37° wurden die Resultate geprüft; jeder Ver- 
such war von einer Kontrolle begleitet. 


10. Fettsäureversuche. 








Agglutinationstiter bei 








1°/ ‚iger Säure| 0,1°/,iger Säure |0,01°/,iger Säure 
Ameisensäure 1:160 1:640 1:320 
Propionsäure 1:40 1:160 schwach| 1:160 schwach 
Oxybuttersäure 1:160 1:160 schwach| 1:80 
Isovaleriansäure 1:80 1:160 1:80 schwach 
Kapronsäure 1:80++| 1:804+ 1:40 
Palmitinsäure 1:320 + 1:320 1:320 
Stearinsáure 1:60 1:320 1:640 
Ölsäure 1:80 1:320 1:320 





Wie aus dieser Versuchsreihe ersichtlich ist, lösen die 
Fettsäuren durchweg Agglutination aus. Diese ist bei der 
Palmitin-, Stearin- und Ölsäure am stärksten und zwar in 
ihren stärksten Verdünnungen. 

Deutlich schwächere Wirkung zeigen die folgenden Ver- 
suche mit Fettseifen und Mineralsäuren. 


11. Versuch. Agglutination mit Fettseifen. 
Agglutinationstiter bei 
1°/,iger Seife 0,1°/ iger Seife 0,01°/,iger Seife 


Stearinseife — 1:160 1:160 
Ölseife 1:40 1:40 1:80 
12. Versuch. Agglutination mit Mineralsäuren. 
Agglutinationstiter 
Schwefelsäure isohydrisch mit 1°/,iger 
Stearinsäure 1:320 schwach 


Schwefelsäure isohydrisch mit 1°/,iger 
Ameisensäure 1:80 
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Besprechung der Versuchsergebnisse. 


Betrachten wir noch einmal die Resultate, so geht aus 
ihnen hervor, daß durch die Bakterienfette zweifellos eine be- 
tráchtliche Agglutination ausgelöst wird. Eiweiß ist bei dieser 
Art der Fettgewinnung nicht mehr im Extrakte vorhanden 
denn bei früheren Versuchen!) wurde nachgewiesen, daß die 
spezifischen Reaktionen negativ ausfielen. Die Fette wirkten 
also als Antigene. 

Der Eintritt der Agglutination wurde meistens schon am 
zweiten Tage beobachtet und zeigte durchweg mit steigender 
Injektionsmenge bis zu einer gewissen Höhe auch Anstieg, 
dann, bei höherer Menge, wieder Abnahme des Agglutinations- 


titers. 
Ob die Injektion intravenös oder subcutan gemacht wurde, 


war ohne Einfluß auf die Reaktion, wie auch Nobecourt und 
Bigart?), ferner Mc. Farland*) fanden, während W. Hoff- 
mann‘) bei intravenöser Einverleibung viel höhere Werte er- 
zielte als bei subcutaner. 

Der Serumpetrolätherextrakt des mit Kolifett vorbehan- 
delten Kaninchens auf andere Tiere gleicher Art übertragen, 
ergab ebenfalls positives Resultat. Die Agglutination zeigte sich 
in derselben Höhe beim zweiten wie beim ersten Tiere. Diese 
Reaktion kann wieder nicht zu körperfremdem Eiweiß in Be- 
ziehung stehen, da Eiweiß in der Injektion überhaupt nicht 
vorhanden war; sondern es ist mit Wahrscheinlichkeit anzu- 
nehmen, daß die Agglutinine mit der Fettemulsion übertragen 
wurden. 

Schwächer in seiner Wirkung war der an freiem Fett arme, 
aber eiweißhaltige Rückstand. Derselbe enthält außerdem noch 
an Eiweiß gebundenes Fett (Lipoprotein), das nach den Unter- 
suchungen von Izar*) im Organismus einer Spaltung unter- 
liegen kann, so daß auf die dabei frei werdenden Fette die 
in Tabelle V angegebenen Agglutinationswerte ungezwungen 


1) Stuber, diese Zeitschrift 77, 5/6, 1916. 

2) Nobecourt und Bigart, Compt. rend. Soc. Biol 2, 2, 1901. 
3) Mc. Farland, Zeitschr. Immunitätsforschung 9, 4,4, 450, 1911. 
1) W. Hoffmann, Hyg. Rundschau 1903, 114. 

5) Izar, diese Zeitschr. 40, 1912. 
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zu beziehen sein dürften. Würde der Vorgang der Agglutination 
von Eiweißkörpern abhängen, so hätte gerade eine Injektion 
dieser fettarmen Emulsion eine stärkere Wirkung haben müssen, 
als die fetthaltige, eiweißlose. Daß dem nicht so ist, muß 
uns noch mehr in der Ansicht bestärken, den Fettkörpern bei 
der Agglutination eine große Rolle zuzuschreiben. Der Ein- 
tritt der Reaktion erfolgte im 5. Versuch nach derselben In- 
kubationszeit wie im 4. Im Verlauf zeigte sich aber insofern 
ein Unterschied, als bei der eiweißhaltigen Emulsion eine zeit- 
lich längere Nachweisbarkeit der Agglutination nach der 
letzten Injektion festzustellen war. Dasläßt sich vielleicht so 
erklären, daß durch die allmähliche Aufspaltung von Lipopro- 
teinen eine Dauerwirkung im obigen Sinne bedingt wäre. 

Die weiteren Versuche bezogen sich auf Fettsäuren. Es 
wurden bei diesen in vitro ausgeführten Untersuchungen Ka- 
ninchensera benutzt, weil Patientensera durchweg eine hohe 
Normalagglutination gegen Bakt. coli aufwiesen; und zwar 
nicht nur in der Höhe von 1:100 — diesen Höchstwert fand 
Jatta!)—, sondern sogar bis zu 1:320. Untersucht wurden die 
Sera von 8 Patienten, Männern und Frauen verschiedenen 
Alters; alle boten ohne Unterschied sehr hohen Agglutinations- 
titer. 

Wir verweisen hier auch auf die Beobachtung, die wir 
bei der Darstellung der Fettemulsionen mit Cholsäure machten, 
daß Natriumcholat, Glykocholat, Taurocholat und Natrium- 
desoxycholat selbst sehr hohe Agglutinationstiter bedingten. 
Dies stimmt mit Beobachtungen Köhlers?) überein, der bei 
Taurocholsäure deutliche Einwirkung auf Typhusbacillen fand. 
Es wurden deshalb die festen Säuren in Na-Cholat in der an- 
gegebenen wirkungslosen Konzentration emulgiert, während die 
flüssigen Säuren mit destilliertem Wasser verdünnt wurden. 
Bei diesen Reaktionen zeigte sich die stärkste Agglutination 
bei der Palmitin-, Stearin- und Ölsäure und bei diesen wieder 
in den stärksten Verdünnungen. Dies sind aber diejenigen, 
die den physiologischen wohl am nächsten kommen. Im 
Blute sind 1 bis 7°/,, Fette enthalten?), also freie Fettsäuren 

1) Jatta, Zeitschr. f. Hyg. 33, 1900. 


2) Köhler, Deutsche med. Wochenschr. 82, 1903. 
3) Tigerstedt, Physiologie 1, 199, 1909. 
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hóchstens in minimalen Spuren. Dabei ist noch in Betracht 
zu ziehen, daß in unseren Versuchen die 3 höheren Fettsäuren 
nur als Emulsion zugefügt wurden, so daß wohl nur ganz ge- 
ringe Mengen derselben im Serum gelöst vorhanden waren. 
Die kohlenstoffärmeren Säuren blieben in der Agglutinations- 
höhe außer der Ameisensäure weit hinter 'den drei eben ge- 
nannten zurück. Während so die Agglutination durch Fett- 
säuren und speziell die der eigentlichen Fettbildner, derjenigen 
durch Fette hervorgerufenen ziemlich gleich in der Höhe war, 
zeigten die Fettseifen weit geringere Agglutinationskraft ent- 
sprechend ihrer Dissoziation. Ältere Emulsionen, d. h. stärker 
dissoziierte riefen auch stärkere Agglutination hervor. 

Auch Mineralsáuren, z. B. Schwefelsäure von gleichem 
Sáurewerte wie 1°/,ige Stearinsäure und 1°/,ige Ameisensäure 
zeigten nicht die Agglutinationshöhe wie die Fettsäuren. 

Fassen wir unsere Ergebnisse kurz wie folgt zusammen: Die 
aus Kolibacillen dargestellten Fette wirken als Agglutinogene. 
Die Fettsäuren üben in dieser Hinsicht eine spezifische Wirkung 
aus, da isohydrische Mineralsäuren weit hinter diesem Einflusse 
zurückbleiben, eine allgemeine Säurewirkung somit weniger in 
Frage kommt, als die spezifische Anionwirkung vor allem der 
drei höheren Fettsäuren. Da diese Versuche auch im Reagens- 
glas ein positives Ergebnis hatten, so muß den Fettsäuren 
Agglutinincharakter zugesprochen werden. Da auch durch 
Impfung von Kaninchen mit dem Serum-Petrolätherextrakt 
agglutininreicher Tiere eine Übertragung der Agglutinine mög- 
lich ist, so dürfte im Hinblick auf die Resultate der oben er- 
wähnten Versuche der Schluß nahe liegen, daß die übertrag- 
baren, petrolätherlöslichen agglutinogenen Substanzen vor allem 
der Gruppe der drei höheren Fettsäuren angehören. 


1) Paltauf, Handbuch der pathog. Mikroorganismen 4, 1. 


Über die vorübergehende Rotfärbung einiger Blätter mit 
Salpetersäure bei der Xanthoproteinprobe. 


Von 
Otto Gertz. 


(Aus dem pflanzenphysiologischen Laboratorium der Universität Lund). 
(Eingegangen am 4. Juni 1917.) 


In dem am 21. Dezember vorigen Jahres ausgegebenen 
dritten Heft dieser Zeitschrift veröffentlichte Georg Lakon!) 
einige Beobachtungen über den Eiweißgehalt panachierter Blätter. 
Beinahe zu derselben Zeit — am 15. Januar 1917 — erschien 
eine Abhandlung von mir über dasselbe Thema?). Meine dort 
mitgeteilten Untersuchungen waren indessen schon im Sep- 
tember 1916 der Redaktion der schwedischen botanischen Zeit- 
schrift: „Botaniska Notiser“ (herausgegeben von Prof. O. Nord- 
stedt, Lund) zum Druck eingeliefert und lagen zumal schon 
in Korrektur vor, als die oben erwähnte Mitteilung Lakons 
erschien. Es war mir deshalb nur möglich, in einer Nach- 
schrift auf die Ergebnisse Lakons in aller Kürze hinzuweisen. 

In prinzipiellen Fragen sind die von Lakon und mir er- 
reichten Ergebnisse übereinstimmend. Indessen haben wir mit 
zum Teil ganz verschiedenen Pflanzenformen gearbeitet — das 
Material Lakons ist übrigens ziemlich begrenzt —, und auch 
die Frage nach dem Ursachsverhältnis, Gehalt an Chlorophyll 
und positiver Eiweißreaktion, wird gewissermaßen in der Arbeit 
Lakons anders als in meiner Abhandlung erörtert. Unsere 
Arbeiten ergänzen sich somit in diesen Hinsichten sehr gut. 


1) G. Lakon, Der Eiweißgehalt panachierter Blätter geprüft mit- 
tels des makroskopischen Verfahrens von Molisch. Diese Zeitschr. 78, 
145, 1916. 
2) O. Gertz, Makrokemiska ügghviteprof a blad. (Botaniska Notiser. 
Lund 1917, 1). 
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Es besteht jedoch bezüglich der Auseinandersetzungen 
Lakons ein Punkt, dem ich nicht beistimmen kann und auf 
den ich infolgedessen kurz hinweisen möchte. Lakon berührt 
eine bei der Ausführung der Xanthoproteinreaktion eintretende 
Erscheinung, daß sich nämlich manche Blätter bei der Über- 
tragung in die Salpetersäure mehr oder weniger deutlich rot 
färben. Dieses bemerkenswerte Verhalten wurde schon von 
Molisch!), dem Entdecker des makrochemischen Eiweißnach- 
weises in Blättern, beobachtet, aber dieser Forscher teilt darüber 
keine näheren Angaben mit. Nach Lakon ist die betreffende 
Reaktion bei Sambucus nigra und Evonymus radicans 
vorhanden, und selbst habe ich diese Verfärbung ins Rote mit 
Salpetersäure bei den Blättern von Cercis Siliquastrum, 
Robinia Pseudacacia, Gleditschia triacanthos, Cra- 
taegus Oxyacantha, Pyrus Malus und Polygonum sac- 
chalinense sowie auch bei panachierten Blättern von Evo- 
nymus radicans und Kerria japonica gefunden. Über 
nähere Einzelheiten vergleiche man meine angeführte Arbeit. 

Ich bin mit Lakon völlig einverstanden, daß die Färbung 
ins Rote mit Salpetersäure durch das Vorhandensein von 
Anthocyan bedingt werden kann. Wenn anthocyanführende 
Pflanzenteile bei der Xanthoproteinprobe zur Verwendung 
kommen, wird — wie ich in meiner Arbeit näher auseinander- 
gesetzt habe und überdies auch Lakon gefunden hat — bei 
der Vorbehandlung mit kochendem Wasser und heißem Alko- 
hol das Anthocyan der Zellen in eine farblose Verbindung über- 
geführt [Molisch?), Gertz*), Willstätter‘)], aus der bei der 
Behandlung mit Säure der ursprüngliche Anthocyanfarbstoff 
regeneriert wird. In dieser Weise findet die Rotfärbung mit 
Salpetersäure, die ich z. B. an den Blättern von Ricinus com- 





1) H. Molisch, Die EiweiBproben, makroskopisch angewendet auf 
Pflanzen. Zeitschr. f. Botan. 8, 124, 1916. 

2) H. Molisch, Über den Farbenwechsel anthocyanhaltiger Blätter 
bei rasch eintretendem Tode. Botan. Zeitung, 47, 17, 1899. 

3) O. Gertz, Anthocyan als mikrochemisches Reagenz. Fysio- 
grafiska Sällskapets Handlingar. Lund. N. F. 27, 1916, Nr. 5. (Lunds 
Universitets Årsskrift). 

4 R. Willstátter, Über Pflanzenfarbstoffe. (Ber. d. deutsch. 
chem. Ges. 15, 2867, 1914). 
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munis, Fagus silvatica (Blutbuche) und Coleus sp. 
beobachtet habe, ihre Erklärung. Es ist ohne weiteres ein- 
leuchtend, daß die betreffende Regeneration des Anthocyan- 
farbstoffes nicht nur mit Salpetersäure, sondern auch mit an- 
deren Säuren erreicht wird, daß also in diesem Falle die Farb- 
stoffbildung ganz unabhängig von der Qualität der verwendeten 
Säure ist. 

Lakon scheint nun anzunehmen, die vorübergehende Rot- 
färbung der Blätter mit Salpetersäure sei überhaupt in dieser 
Weise durch das Vorhandensein von Anthocyan in den Blättern 
bedingt. Diese Ansicht ist jedoch wenig begründet und trifft, 
wie ich in dem folgenden näher nachweisen werde, gar nicht 
in allen Fällen zu, so z. B. nicht für die oben erwähnten Blätter 
von Cercis, Robinia, Gleditschia, Crataegus Pyrus, 
Polygonum, Evonymus und Kerria. Die Sache liegt viel- 
mehr hier ganz anders. Wenn die Rotfärbung auf Anthocyan 
auch in diesen Fällen zurückzuführen wäre, würde man näm- 
lich erwarten, daß auch Säuren anderer Art als die Salpeter- 
säure die betreffende Erscheinung hier hervorrufen würden, 
was aber gar nicht der Fall ist. An diesem Material tritt die 
Reaktion nur mit Salpetersäure ein und ist somit für die 
Salpetersäure ganz spezifisch. Wenn man Teile eines und des- 
selben Blattes — ich habe dieses besonders bei Cercis, 
Robinia und Polygonum näher untersucht — je in ver- 
dünnte Lösungen von Salpetersäure, Schwefelsäure, Salzsäure 
und Essigsäure eintaucht, tritt nur im ersten Falle — mit 
Salpetersäure — die Rotfärbung ein. 

Meinerseits glaube ich vielmehr, die betreffende Färbung 
sei in diesen Fällen auf die Bildung eines Nitrosokörpers 
zurückzuführen. Es besteht nämlich eine unverkennbare Ähn- 
lichkeit zwischen dieser und der durch Millons Reagens ver- 
ursachten Färbung, die bekanntlich infolge Nickel!) in der 
erwähnten Weise ihre Erklärung findet. Betrefís der rötlichen 
Färbung mit Salpetersäure an anthocyanfreien Blättern scheint 
es mir nicht unwahrscheinlich zu sein, daß durch verschieden- 
artige, in den Zellen vorkommende Stoffe — viele Eiweiß- 


1) E. Nickel, Die Farbenreaktionen der Kohlenstoffverbindungen. 
II. Aufl. Berlin 1890, S. 12. 
g* 
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reaktionen werden, wie ich habe nachweisen kónnen, eben an 
den betreffenden Blättern durch Fremdkörper maskiert — eine 
Reduktion der Salpetersäure zustande kommt, wodurch auch 
in diesem Falle Nitrosokörper entstehen. Daß die Bildung 
derselben nur vorübergehender Natur ist, dürfte meiner Ansicht 
nach durch das weitere Fortschreiten der Reduktionsprozesse 
bedingt sein. 

Es ergibt sich somit hieraus, daß die Rotfärbung der 
Blätter mit Salpetersäure bei der Xanthoproteinprobe jedenfalls 
auf zwei ganz verschiedenartige Ursachen zurückgeführt werden 
kann: einerseits auf die Regeneration des Anthocyans, was 
schon seit lange bekannt ist; anderseits aber auch auf die hier 
näher besprochene Entstehung eines nicht näher bekannten 
Nitrosokörpers. 


Aufzucht von Hefe bei Luftzutritt unter Anwendung von 
Harnstoff als N-Quelle und von verschiedenen C-Quellen. 
Zuckerassimilationsquotient. 


Von 
Th. Bokorny, Miinchen. 


(Eingegangen am 6. Juni 1917.) 


Um Harnstoff als N-Quelle zuzuführen, wurde einfach 
Harn (menschlicher) aufs Doppelte verdünnt und mit PO,Na,H 
neutralisiert. Damit waren zugleich die nötigen Mengen mine- 
ralischer Nährstoffe gegeben, aber keine C-Nahrung. Als 
C-Quelle wurde teils gärfähiger Zucker gegeben, teils (daneben 
oder allein) auch andere organische Stoffe. 

Bevor ich die neuen Versuche beschreibe, möchte ich noch 
einige ältere kurz angeben, die auf die Wichtigkeit der Aussaat- 
menge Bezug habent). 

Die Versuche wurden bei verschiedenen Temperaturen ge- 
macht, teilweise unter Anwendung von chemischen Reizmitteln. 
Die Aussaatmenge der Hefe war 0,02, 0,05, 0,1, 0,2, 0,5, 1,2g 
Preßhefe (von 30°/, Trockensubstanz) auf 2 g Zucker. Nur ein 
Teil der Versuche ist aufgeführt. Alle waren in engen Reagier- 
zylindern, also bei Luftabschluß, aufgestellt. 

Es ist angesichts dieser Versuchsresultate zunächst zu er- 
klären, wie es kommt, daß in Nähr- und Gärlösungen mit 
gärfähigem Zucker als C-Nahrung sogar eine Abnahme der 
Hefe stattfinden kann (Versuch 51 bis 54), und zwar manch- 
mal fast ebensoviel, wie wenn gar keine C-Nahrung gereicht 
wurde (letzteres bei Versuch 65 der Fall). 

Zuerst machen diese Versuche ja den Eindruck, als ob 
der Traubenzucker (mit ihm wurden ähnliche Resultate er- 


1) Verf. in dieser Zeitschr. 1917. 
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Reizmittel, Trockensubstanz- | 
Aussaatmenge Temperatur C-Nahrung usw. Za oder Abnahms Bemerkungen 
0,02 g Brannt-| Kein Reiz- | C-Nahrung: Zunahme; Versuch 48 
weinpreßhefe mittel; |Rohrzucker 2 g;| 471,4°/, bei b) 
auf 2g (Rohr-)| Temp.: N-Nahrung: 435,4°/, bei a) 
Zucker |20--25° bei a)|Harn aufs 5 fache 8 
15° bei b) verdünnt 3 
0,05 g Hefe do. do. x 123,2°/, Zunahme ” 49 Š 
(sonst wie 48) b) 271,4  » 2 o 
0,1 g Hefe do. do. a) 72% » » so|?S 
(sonst wie 48) b) 160,79], n 2a 
0,2 g Hefe do. do. a) 18%, Abnshme| » 5s1[F838 
(sonst wie 48) b) 16,4°/, Zunahme 8 
0,5 g Hefe do. do. a) 29%, Abnahme| »  52|É 
(sonst wie 48) b) 28,5°/, Zunahme 3 
1 g Hefe do. do. a) 34,3%, Abnahme ” 53| & 
(sonst wie 48) b) 14,3°/), Zunahme > 
2 g Hefe do. do. a) 32,2%/, Abnahme n 54 
(sonst wie 48) | b) 7,1°/, Zunahme 
0,02 g Brannt-| Kein Reiz- | C-Nahrung: 700°/, Zunahme n 55) £ 
weinpreBhefe mittel; Traubenzuck.2g; > 2 
Temp.: N-Nabrung: =3 
20—25% |Harn aufs 5fache p N 
verdünnt Sa 
do. Temp.: Rohrzucker, 1746,2°/, Zunahme n 56 53 
20-250 | sonst wie 55 3 
do. do. Maltose, 715,49/, Zunahme | » 57| 83 
sonst wie 55 > E 
1 g Brauerei- do. C-Nabrung: 29,2%), Abnahme ” 59) , 
preßhefe Milchzucker 1 g; 3 
N-Nabrung: har 
Harn (verdünnt) 3 
do. do. C-Nahrung: 63,1°/, Abnahme » 60 EQ 
Rhamnose 1 g 23 
g 
do. do. C-Nahrung: 54,6%, Abnahme n 61185 
Arabinose 1 g ES 
do. do. C-Nahrung: | 31,5%, Abnahme » 6212 
Mamnit 1 g Ic) 
do. do. C-Nahrung: | 54,6%, Abnahme | » 8]|.* 
Xylose 1g El 8 
do. do. C-Nahrung: Abnahme n 64 2 3 
Inulin 1g (siehe Versuch) ES 
do. do. KeineC-Nahrung| 39,5%, Abnahme n 6513 
Kontroll- E 
> 





versuch zu 
59 bis 64 
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halten) oder der Rohrzucker gar keine Kohlenstoffquellen für 
Bierhefe oder Brauereihefe wären. Das ist faktisch bezüglich 
des Traubenzuckers für bestimmte Heferassen auch schon be- 
hauptet worden. 

Doch möchte ich vorläufig an der Richtigkeit dieser An- 
nahme noch einigermaßen zweifeln. 

Denn in meinen vorhin angezogenen Versuchen hat die 
zu große Aussaatmenge der Hefe das negative Resultat ver- 
schuldet. 

1 bis 2 g Hefe (Preßhefe) pro 2 g Zucker ist zuviel, Die 
Gärung verbraucht dann den Zucker, ehe er ernährend wirken 
kann. 

Gärung und Ernährung sind. zwei grundverschiedene, 
antagonistisch wirkende Vorgänge. 

Durch den einen wird Zucker vergast und zum Teil in 
Alkohol verwandelt, durch den anderen geschieht eine Assimi- 
lation, d.h. Verwandlung des Zuckers in Hefezellsubstanz (Ei- 
weiß, Kohlenhydrat). 

Überwiegt die Gärung in hohem Maße, so findet keine 
oder geringe Trockensubstanzzunahme statt; ja es kann sogar 
eine Abnahme der Trockensubstanz eintreten, indem von der 
Hefe Zellsubstanz verbraucht wird; es können Kohlenhydrate 
der Zelle mit vergoren werden, oder es findet durch den zu- 
erst immer noch vorhandenen Sauerstoff eine Verbrennung von 
Fett und Kohlenhydraten statt; auch unterliegen wohl gewisse 
Mengen von Eiweiß immer dem Zerfallsprozeß. 

Bei Anwesenheit von hinreichend Zymase wird von dieser 
aller oder fast aller Zucker in den Gärvorgang hineingerissen, 
so daß für die Ernährung nichts übrig bleibt. 

Die Hefe geht verschwenderisch mit dem gärfähigen Zucker 
um; freilich schützt sie sich dadurch wirksam vor der Kon- 
kurrenz von Bakterien, die keine alkoholische Zuckervergärung 
bewirken können. 

Während meine bisherigen Versuche mit Hefe immer bei 
sehr beschränktem Luftzutritt gemacht wurden (in engen Re- 
agierröhren), stellte ich die folgenden Versuche bei Luft- 
zutritt an, d.h. in weiten, flachen Schalen mit ebenem, bloß 
einige Millimeter mit Nähr- und Gärflüssigkeit bedecktem 
Boden. 

10* 
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Denn der Sauerstoff soll eine recht giinstige Wirkung 
auf die Vermehrung der Hefe äußern, wenn er auch nicht 
gerade dazu nötig ist. 

Euler sagt in seiner „Chemie der Hefe“ S. 227: 

„Die Sauerstoffzufuhr übt auf die Hefenvermehrung einen 
merkbaren Einfluß. 

Dieselbe ist einer der Faktoren, die das Verhältnis 
Hefenernte: Alkoholausbeute beeinflussen.“ 

Dies ist ja eine seit langer Zeit in den Gärungsindustrien, 
besonders aus der Preßhefefabrikation bekannte Erfahrungs- 
tatsache. 

In den letzteren scheinen auch wirklich sehr hohe Hefe- 
ernten erhalten zu werden; so geben z.B. Märker und Schulze 
eine Ausbeute von 28,6°/, trockener Hefe auf 100 Teile Al- 
kohol an. 

Von ähnlichen hohen Hefenernten wird mehrfach berichtet. 

Nach Giltay und Aberson kommt auf 1,8 Teile ver- 
brauchten Zucker 1 Teil Hefe. 

Pasteur freilich hat aus einer Versuchsreihe mit Saccha- 
rose entnommen, daß nur 1°/, des zur Verfügung stehenden 
Zuckers zum Aufbau der Zellen verwendet wird, während 99°/, 
vergoren werden. 

Welcher Unterschied gegen die neueren Angaben! 

Es hängt offenbar sehr viel von den Versuchsbeding- 
ungen ab. 

In folgendem seien einige Versuche über die Hefe- 
vermehrung bei Luftzutritt beschrieben. Die Luftzufuhr 
wurde durch Aufstellung der Versuchsflüssigkeiten in großen 
flachen Schalen und häufiges Umschütteln oder Umrühren be- 
wirkt. 

Zunächst versuchte ich mittels dieser Methode die früher 
mit Glycerin und Methylalkohol an Hefe erhaltenen Re- 
sultate zu verbessern. 

Beide Stoffe müssen ja oxydiert werden, um in Kohlen- 
hydrat übergehen zu können. Bei Luftabschluß versagen sie 
tatsächlich meist, wenn man Hefe damit ernähren will. 

' Die zu den Versuchen angewandten Schalen waren Glas- 
schalen mit flachem Boden, 7 cm hoch und 21cm weit; ein 
übergreifender Deckel konnte nach Bedarf aufgesetzt werden. 
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Versuch 1 (Kontrollversuch zu 2 und 3). 
Harn (aufs Doppelte mit Brunnen- 
wasser gebracht) . . . . . . . 75ccm 
Traubenzuckerlösung 25%/,ig . . 25ccm (also 6,25 g cue) 
Hefe (BrennereipreB-) von 33%/, Tr.-S. 0,1 g. 


Das Wachstum der Hefe ging flott vor sich, anscheinend 
gleichen Schritt mit 2. und 3. haltend. Die mikroskopische 
Untersuchung wies zahlreiche Sproßverbände auf nach 3 Tagen. 

Am 4. Tage wurde der Versuch unterbrochen und die 
Hefe herausgenommen, auf dem Filter gesammelt und ge- 
trocknet. 

Die Trockensubstanzbestimmung ergab 0,62 g gegen 0,033 g 
ursprünglich. 

Somit war die Trockensubstanz um 1778,7°/, ver- 
mehrt worden. 

Der Luftzutritt hatte also sehr günstig gewirkt. 


Versuch 2. 
Harn (aufs Doppelte mit Brunnen- 
wasser verdünnt). . . . . . 75ccm 
Traubenzuckerlösung 950 ig. . 25 ccm (also 6,25 g Zucker) 
Hefe (Brennereipreß-) von 339/,¿Tr.-S. 0,1g 
A E 


Nach 24 Stunden ergab die mikroskopische Untersuchung 
normales Aussehen der Hefe; zahlreiche Sproßverbände waren 
da neben einzelnen Hefezellen. 

Nach 4 Tagen war das mikroskopische Bild noch ebenso, 

Die Trockensubstanzbestimmung ergab nun 0,64 g gegen 
0,033 g ursprünglich. 

Somit hatte die Trockensubstanz um 1839,3°/, zu- 
genommen. 


Versuch 3. 
Harn (aufs Doppelte mit Brunnen- 
wasser verdünnt) . . . . . . . 75ccem 
Traubenzucker 25°/,ig . . . 25 com (also 6,25 g Zucker) 


Hefe (Brennereipreß-) von 33°/, Tr. 8. 0,1 g 
Methylalkohol . ...... . 18. 
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Auch hier ergab die mikroskopische Untersuchung nach 
24 Stunden normale Beschaffenheit der Hefe; zahlreiche SproB- 
verbände von 2 bis 7 Zellen waren aufzufinden, daneben ein- 
zelne Hefezellen. 

Ebenso nach 4 Tagen. 

Die Trockensubstanzbestimmung ergab nun 0,63 g gegen 
0,033 g ursprünglich. 

Somit war die Trockensubstanz binnen 4 Tagen um 
1809°/, vermehrt worden. 

Durch den Zusatz von Glycerin bzw. Methylalkohol 
war also nur eine unbedeutende Steigerung der 
Trockensubstanzzunahme bewirkt worden. Bei allen 
drei Versuchen unter Luftzutritt war die Trocken- 
substanz vornehmlich durch Zucker sehr groß, weit 
größer als man sie bei Versuchen ohne Luft erhält. 


Versuche mit Traubenzucker + Arabinose und Trauben- 
zucker + Rhamnose, verglichen mit Traubenzucker allein. 


Große, geräumige flache Schalen, wie vorhin. 
Auch hier wurde Traubenzucker als gärfähiges Kohlen- 
hydrat angewendet. 


Versuch 4 (Kontrollversuch zu 5 und 6). 


Harn (aufs Doppelte verdünnt, mit 


PO,Na,H neutralisiert) . . . . 75ccm 
Traubenzucker (technisch) . . . 6,25 g (also 6,25°/,) 
Wasser . . . 25 ccm 


Brennereipreßhefe von 33°/, Tr.-S. . 0,05 g. 

Nach 3 Tagen ergab die mikroskopische Untersuchung 
ein normales Aussehen der Bierhefe; zahlreiche Sproßverbände 
waren sichtbar. 

Die Hefe wurde nun auf einem Filter gesammelt und 
gewaschen. 

An der trocknen Hefe ergab die Gewichtsbestimmung 
0,27 g Trockensubstanz gegen 0,017 g anfänglich. Also betrug 
die Trockensubstanzvermehrung 1488°|,. 

Die Ernährung mit Traubenzucker als einziger C-Quelle 
hatte schon ein recht annehmbares Resultat gezeitigt. 

Ein noch etwas besseres Ergebnis erhielt ich mit 
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Versuch 5. 
Harn (aufs Doppelte verdünnt, mit 
PO,Na,H neutralisiert) . . . . 75ccm 
Traubenzucker (technisch) . . . 6,25 g (also 6,25°/,) 
WEBBER: 76 out rd e 2 GOA 
Het Lost ra a o BOB 
Arabinose ........ . . 1g (also 1): 


Nach 3 Tagen ergab die mikroskopische Untersuchung 
dasselbe Resultat wie bei Versuch 4. 

Die Trockensubstanzbestimmung ergab nun 0,32 g gegen 
0,0166 g ursprünglich. 

Also eine Trockensubstanzvermehrung um 1877°|,. 

Der Zusatz von Arabinose (außer dem Traubenzucker) 
hatte also offenbar günstig gewirkt. 

Es war mehr Trockensubstanz gebildet worden als bei 
dem Versuch 4 ohne Arabinose (lediglich mit Traubenzucker). 


Versuch 6. 
Harn (aufs Doppelte verdünnt, mit 
PO,Na,H neutralisiert) . . . . 75 ccm 
Traubenzucker (technisch) . . . 6,25 g (also 6,25°/,) 
Wasser . . 2 ........ . 25com 
Hole an... ern ar OD 
Rhamnose .......... 18 (also 1°). 


Nach 3 Tagen lief sich unter dem Mikroskop normale 
Beschaffenheit der Hefe, die reichliche Sprossungen aufwies, 
erkennen. 

Die Trockensubstanzbestimmung ergab nun 0,20 g gegen 
0,0166 g ursprünglich. 

Also Trockensubstanzvermehrung um 1105°/,. 

Die Rhamnose hatte nicht günstig eingewirkt. 

Es ergab sich eine Trockensubstanzvermehrung, die sogar 
hinter der des Kontrollversuches (4) etwas zurückblieb. 

Die Versuche 4 bis 6 machen den Eindruck, als ob die 
Arabinose ein Nährstoff für die Hefe wäre, die Rhamnose 
aber nicht, sondern eher etwas schädlich. 
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Versuche mit nicht gärfähigen Stoffen in flachen geräumigen 
Schalen und mit Spur Hefe. 


Versuch 7 (Kontrollversuch zu 8, 9 und 10). 


Hefe (Preßhefe) . . . Spur (unsichtbar kleine) 
Harn (aufs Doppelte Farllinns; mit 

PO,Na,H neutralisiert) . . . . 75 ccm 
Wasser . ........ . . . 25ccm 
A A 20° 


Die Flüssigkeit bedeckte den Boden der geräumigen, 21 
fassenden Schale nur 3 mm hoch. 

0,01 g Hefe wurden in 50 cem Wasser verteilt; von der 
trüben Flüssigkeit wurde dann 1 Tropfen zu dem Versuch 
angewandt (Aussaatmenge also ca. */, mg Hefe). 

Nach 24 Stunden Bakterienhaut an der Oberfläche, in 
der Flüssigkeit keine Bakterien. 

Nach 60 Stunden nur Bakterienvegetation. 

Die Trockensubstanzbestimmung ergab nach 72 Stunden 
0,004 mg (Bakterientrockensubstanz). Das macht 0,012 mg ge- 
preßte Pilzmasse von 33°/, Trockensubstanz. Also Vermehrung 
der Pilzmasse auf das 1200fache in 3 Tagen. 


Versuch 8. 
Hefe (BrennereipreB-) . . . . . . Spur (wie bei 7) 
Harn (aufs Doppelte verdünnt, mit 
PO,Na,H neutralisiert) . . . . 75 ccm 
Wasser eo e ioe soa as a 25ccm 
Temperatur . . . .... . . . 20° 
Arabinose .....2 2.2... 18. 


Flüssigkeit nur 3 mm hoch. 

Hefespur wie bei Versuch 7 zugesetzt. 

Nach 24 Stunden Hefe sprossend, Zellen normal. 

Nach 60 Stunden ergab die mikroskopische Untersuchung 
der stark getrübten, aufgerüttelten Flüssigkeit zahlreiche Hefe- 
sproßverbände, daneben freilich auch viele Bakterien. 

Die Trockensubstanzbestimmung ergab 0,006 g nach 
72 Stunden, d. i. ca. 0,018 g Preßhefe von 30°/, Trocken- 
substanz. Also Vermehrung aufs 1800fache. 
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Versuch 9. 
Hefe (Brennereipreß-) . . . . . Spur (wie bei 7) 
Harn (aufs Doppelte verdünnt, mit 
PO,Na,H neutralisiert) . . . . 75ccm 
Wasser: A Beer er BC 
Temperatur . 2 2... 0... 20° 
Rhamnose . ......... 18. 


Flüssigkeit nur 3 mm hoch. 

Hefespur wie bei Versuch 7 zugegeben. 

Als die Flüssigkeit nach 24 Stunden untersucht wurde, 
war reichlich Hefe gewachsen, viele Sproßverbände waren da. 

Nach 60 Stunden fand ich unter dem Mikroskop meist 
einzelne Zellen, wenige Sproßverbände; daneben zahlreiche 
Bakterien. 

Die Trockensubstanzbestimmung ergab 0,015 g nach 
72 Stunden. 

Da die Aussaat nur ca. */, mg Preßhefe betragen hatte 
(wie bei 7), so ist die Vermehrung eine sehr bedeutende; 0,015 g 
Trockensubstanz sind ca. 0,045 g Preßhefe gleich (wenn Hefe 
gerechnet wird). Die Pilzmasse betrug also schließlich nach 
3 Tagen 4500 mal soviel wie anfangs; es handelte sich aber 
um eine Mischung von Hefe mit viel Bakterien. Die Trocken- 
substanz war großenteils auf Rechnung der Bakterien bei dem 
Rhamnose-Versuch zu setzen. 

Arabinose und Rhamnose sind beide Pentosen. 

Die Rhamnose ist eine Methylpentose (wird auch Iso- 
dulcit genannt), C,H,,0, + H,O. 

OH OH H 
CH,.CHOH C C C COH 
H H OH 
1 Molekül Rhamnose. 


Sie ist nicht gärungsfähig, soll aber (nach anderen Be- 
richten) von Hefe ziemlich leicht assimiliert werden, während 
sie für Bakterien eine geringe C-Quelle sein soll (bei Spirogyra 
konnte vom Verf. mit Rhamnose keine Stärkebildung beobachtet 
werden). 

Nach dem eben beschriebenen Versuche liegt die Sache 
für Hefe und Bakterien eher umgekehrt. 
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Die Bakterien kónnen sich von Rhamnose ernáhren, die 
Hefe zwar wenig, aber doch etwas. 

Welche Bakterien es waren, die bei meinem Rhamnose- 
Versuch wuchsen, habe ich nicht festgestellt. Es ist jedenfalls 
unberechtigt, von allen Bakterien zu behaupten, daß Rhamnose 
für sie eine geringe C-Quelle sei. 

Man darf ja überhaupt nicht verallgemeinern, da eine 
Bakterienart sich ernährungsphysiologisch ganz anders verhalten 
kann wie eine andere. Die verschiedenen Hefearten verhalten 
sich auch ungleich. 

Arabinose (es ist l-Arabinose) stellt eine echte Pentose 
dar (C,H,,0,), sie enthält (wie die Rhamnose) eine Aldehyd- 
gruppe. 

OHOH H 
CH,0OH.C C C COH 
H HOH 
1 Molekül Arabinose. 


Meine früheren Versuche über die Verwendbarkeit von 
Arabinose zur Ernährung von Spirogyra fielen negativ aus. 
Es wurde im Licht (bei Kohlensäureausschluß) keine Stärke 
angesetzt. 

Mit Hefe gärt die Arabinose nicht. Hingegen soll sich 
(nach fremden Angaben) Hefe davon ernähren; auch Bakterien 
sollen in Arabinoselösungen gedeihen. 

Soweit der oben angeführte Versuch Aufschluß gibt, ist 
beides richtig. 

Die Hefe sproßte in der Arabinoselösung sehr lebhaft 
weiter bis zum Schluß des Versuches. Bakterien wuchsen da- 
neben. 

Daß die Alge Spirogyra davon keinen Gebrauch machen 
kann, ist sehr merkwürdig, aber doch nicht unbegreiflich. 

Offenbar vermag Spirogyra keine Zerspaltung des Arabinose- 
moleküls in CH,O-Gruppen zu bewirken. 

Davon hängt die Verwendbarkeit zum Kohlenhydrat- und 
Eiweißaufbau wohl zumeist ab. 

Eine direkte Synthese ist namentlich bei Pentosen weniger 
leicht möglich. 

Ein Versuch wurde dann noch mit Glycerin als einziger 
C-Nahrung an Preßhefe gemacht. 
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Versuch 10. 
Brennereipreßhefe . . . Spur 
Harn (aufs Doppelte REN añ 

PO,Na,H neutralisiert) . . . . . 75ccm 
Wasser . . .. . .... .«.. 29 com 
Temperatur . .......... 200 
Glyesrin... e «wa es e NE 


Flüssigkeit nur 3 mm hoch. 

Nach 18 Stunden fand ich bei der mikroskopischen Unter- 
suchung die Hefezellen meist deformiert, nirgends Sprossungen 
aufweisend. 

Nach 60 Stunden ergab die abermalige Untersuchung nur 
wenige einzelne Hefezellen, nicht einen Sproßverband. Die 
Hefe hatte sich offenbar nicht vermehrt. 

Dagegen waren zahlreiche Spaltpilze da, auf ihnen beruhte 
die beträchtliche Trübung der Flüssigkeit und die grüngelb- 
liche Farbe derselben. 

Eine Bestimmung der auf dem Filter gesammelten Pilz- 
masse ergab 0,006 g nach 72 Stunden. Also Vermehrung der 
Pilzmasse aufs 1800fache; es waren aber Spaltpilze. 


Überblick zu 7 bis 10: 


Arabinose (in geringerem Grade) und auch Rhamnose 
(diese mehr) haben mit Brennereihefe positives Resultat 
ergeben, Glycerin negatives. 


Versuche mit stark verdünnten Zuckerlósungen (0,1 bis 8°/,). 
Versuch 11. 


Brennereipreßhefe (von 33°/, Tr.-S.) . 0,02 g 
Harn (aufs 3fache verdünnt, mit 


PO,Na,H neutralisiert) . . . . . 500 cem 
Traubenzucker (technisch) . . . . 1g (also 0,2°/,) 
Glycerin... a d drn AE 


Temperatur 15 bis 20%. 


Die Vermehrung der Hefe ging flott vonstatten. 

Unter dem Mikroskop zeigte die Flissigkeit zahlreiche 
HefesproBverbánde. Noch kein Fáulnisgeruch nach 60 Stunden, 
doch schon Bakterien da. 
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e. 


Um diese Zeit ergab nun die Trockensubstanzbestimmung 
0,05 g gegen 0,0066 g ursprünglich. 

Die Trockensubstanz war also um 657,5°/, vermehrt. 

Das ist ein beträchtlicher Rückgang gegenüber den oben 
beschriebenen Versuchen 1 bis 3, der vermutlich durch die zu 
große Zuckerverdünnung bedingt wurde, teils direkt, teils durch 
die schädliche Einwirkung von Bakterien auf die Hefever- 
mehrung. 


Versuch 12. 
Brennereipreßhefe . ... . 0,02 g 
Harn (aufs 3 fache ei. mit 
PO,Na,H neutralisiert) . . . . . 1000 ccm 
Traubenzucker (technisch) . . . . 1g (also 0,1°/,) 
Glycerin... es ne ia 0,1%) 


Temperatur 15 bie 200, 


Die Vermehrung der Hefe erfolgte rasch; es entstand 
immer stärkere Trübung und Bodensatz. 

Nach 60 Stunden ergab die mikroskopische Untersuchung 
der Flüssigkeit zahlreiche Hefesproßverbände, aber auch Bak- 
terien. Es stellte sich allmählich schwacher Fäulnisgeruch ein. 

Die Trockensubstanzbestimmung (nach 60 Stunden) ergab 
an der auf dem Filter gesammelten und gewaschenen Hefe 
nun 0,031 g gegen 0,0066 g ursprünglich. 

Somit hatte die Trockensubstanz um 369,7°/, zugenommen. 
Die Fäulnis hatte das ihrige dazu beigetragen, daß keine 
größere Trockensubstanzzunahme stattfinden konnte. 

Man könnte der Meinung sein, daß auch der Glycerin- 
gehalt bei Versuch 10 und 11 etwas zu dem Emporkommen 
der Bakterien beigetragen habe. 

Darum waren gleichzeitig auch noch folgende Versuche 
angestellt worden. 


Versuch 13. 
Brennereipreßhefe . . . . . . . . 0,028 
Harn (aufs Doppelte verdünnt, mit 
PO,Na,H neutralisiert) . . . . . 500 ccm 
Traubenzucker (technisch) . . . . 1g (also 0,2°/,) 


Temperatur 15 bis 20%. 
Nach 96 Stunden waren zahlreiche Bakterien da. 
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Fäulnisgeruch hatte sich eingestellt. 

Die Pilzmasse wurde nun, so gut es ging, auf dem Filter 
gesammelt, gewaschen und getrocknet. 

Die Bakterien waren zum Teil durch das Filter gegangen. 
Im Filtrat erfolgte eine üppige Vermehrung der Spaltpilze. 

Die Trockensubstanzbestimmung ergab nun (nach 96 Stun- 
den) 0,04 g gegen 0,0066 g ursprünglich. 

Somit war eine Vermehrung der Trockensubstanz 
um 566,6°/, eingetreten (trotz Bakterien). In der Trocken- 
substanz befanden sich freilich auch Bakterien. 


Versuch 14. 
Brennereipreßhefe . ....... 0,028 
Harn (aufs Doppelte verdünnt, mit 
PO,Na,H neutralisiert) . . . . . 1000 ccm 
Traubenzucker (technisch) . . . . 1g (also 1°/,) 


Temperatur 15 bis 20°. 


Auch hier stellten sich zahlreiche Bakterien und Fäulnis- 
geruch ein. 

Nach 96 Stunden war starke Fäulnis bemerkbar, die 
Flüssigkeit filtrierte schlecht, ging trüb und mit grünlicher 
Farbe durch. 

Die Trockensubstanzbestimmung versprach keinen Erfolg 
und wurde deshalb unterlassen. 

Offenbar ist diese Lösung zu wenig zuckerhaltig gewesen, 
als daß die Hefe sich gegenüber den so rasch sich vermehren- 
den Bakterien behaupten könnte. 


Versuch 15. 


Brennereipreßhefe . . . . . . . . 002g 
Harn (aufs Doppelte verdünnt, mit 

PO,Na,H neutralisiert) . . . . . 200 ccm 
Traubenzucker (technisch) . . . . 1g (also 0,5°/,) 
Temperatur 15 bis 18°. 


Nach 72 Stunden ungeheuer viele Bakterien. 

In dem eingetretenen, noch schwachen Fäulnisgeruch war 
die Tätigkeit der Bakterien auch schon zu erkennen. 

Die Trockensubstanzbestimmung ergab nun nach 96 Stun- 
den, nachdem die Filtration hier doch noch einigermaßen gelang 
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0,0396 g gegen 0,0066 g urspringlich. Es war eine Trocken- 
substanzvermehrung um 500°/, eingetreten. 


Versuch 16. 
BrennereipreBhefe . . . . . . . . 0,028 
Harn (aufs Doppelte verdünnt, mit 
PO,Na,H neutralisiert) . . . . . 100 ccm 
Traubenzucker. ...... . . 18 (also 1°/,) 


Temperatur 15 bis 18°. 


Auch hier waren nach 72 Stunden zahlreiche Bakterien 
anwesend, der Fáulnisgeruch begann eben. 

Eine nach 72 Stunden vorgenommene Trockensubstanz- 
bestimmung ergab 0,0198 g gegen 0,0066 g ursprünglich, also 
eine Trockensubstanzvermehrung um 2009/,. 

Die eintretende Fäulnis hatte offenbar das Resultat etwas 
gestört. 


Versuch 17, 


BrennereipreBhefe . . ER 

Harn (aufs Doppelte verdünnt, mit 
PO,Na,H neutralisiert) . . . . . 500 ccm 

Traubenzucker (technisch) . . . . 5g (also 0,5°/,) 


5g 


Nach 72 Stunden Bakterienhaut und übler Geruch da. 

An diesem Versuch, der sich von dem sonst gleichen Ver- 
such durch die weit größere Hefomenge unterschied, ergab die 
Trockensubstanzbestimmung nach 72 Stunden keine erhebliche 
Vermehrung der Trockensubstanz (wegen der Fäulnis). 

Aus Versuch 11 bis 17 geht deutlich hervor, daß durch 
Zuckerverdünnungen von 0,1 bis 1%/, die Bakterien 
begünstigt sind und die Hefe verdrängen. 

Die Hefevermehrung würde sonst trotz großer 
Zuckerverdünnung befriedigend sein. 

Auch folgende Versuche (18 bis 24) wurden bei Luft- 
zutritt (in flachen Schalen), aber mit steigenden (2 bis 8°/,) 
Zuckerkonzentrationen angestellt. Verhältnis Hefe zu 
Zucker 1:100, wie bisher. 
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Versuch 18. 


Traubenzucker (technisch). . . . . 2g (also 2°/,) 
Harn (aufs Doppelte verdünnt, mit 

PO,Na,H neutralisiert) . + 100 ccm 
Teer «+. o 15 bis 20° 
Hefe (Brennersipreähefe. von 33%), 

Wassergehalt) 5. 0028 


Als nach 60 Stunden die Trockensubstanzbestimmung an 
der nun gewachsenen Hefe gemacht wurde, die schon stark 
mit Bakterien untermischt war, gelang die Filtration nur 
schlecht, das Filtrat war sehr trüb, roch etwas faul. 

Die Trockensubstanzbestimmung ergab 0,099 g gegen 


0,0066 g ursprünglich, also 1339%/, Trockensubstanzver- 
mehrung. 


Versuch 19. 
Traubenzucker (technisch). . . . . 3g (also 3°/,) 
Harn (aufs Doppelte verdünnt, mit 
PO,Na,H neutralisiert) . . . 100 ccm 
Temperatur , .. . . . 15 bis 20° 
Hefe (Brennereihefe wie ra: . +. 0,03 g. 


Nach 60 Stunden war noch kein Fáulnisgeruch bemerkbar. 
Die Filtration ging gut vonstatten. 

Die Trockensubstanzbestimmung ergab nun 0,150 g gegen 
0,01 g ursprúnglich. Es hatte somit eine Trockensubstanz- 
vermehrung um 1400°/, stattgefunden. 


Versuch 20. 


Traubenzucker (technisch). . . . . 4g (also 4°/,) 
Harn (aufs Doppelte verdünnt, mit 

PO,Na,H neutralisiert) . . . . . 100ccm 
Tempera ut 9 . 20 bis 25° 


Hefe (Breiietaipreßhafe < wie or, 0,04 g. 


Als nach 60 Stunden zur Trockensubstanzbestimmung ge- 
schritten wurde, war noch keine Fäulnis eingetreten. Die 
Flüssigkeit filtrierte klar. 

Die Trockensubstanzbestimmung ergab nun 0,230 g gegen 
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0,0133 g ursprünglich, also 1634°, Trockensubstanz- 
zunahme. 


Versuch 21. 
Traubenzucker (technisch). . . . . 5g (also 5°/,) 
Harn (aufs Doppelte verdünnt, mit 
PO,Na,H neutralisiert) . . . . . 100 ccm 
Temperatur ... . . 15 bis 20° 


Hefe (BremersfpasBhets (wie yokid, 0,05 g. 


Auch hier hatte sich nach 60 Stunden die Hefe gut ent- 
wickelt; keine Fäulnis. 

Die Trockensubstanzbestimmung an der auf dem Filter 
gesammelten Hefe ergab nun 0,320 g gegen 0,0166 g ursprüng- 
lich, also eine Trockensubstanzzunahme von 1827,6°/,. 


Versuch 22. 


Traubenzucker (technisch). . . . . 6g (also 6°/,) 
Harn (aufs Doppelte verdünnt, mit 

PO,Na,H neutralisiert) . . . . . 100ccm 
Temperatur... . se se 201b18:2D7 
Hefe (Brennereipreßhefe) 2 de e e 008: 


Die Hefe hatte sich nach 60 Stunden in beträchtlicher 
Menge gebildet und abgesetzt; keine Fäulnis, Filtrat klar. 

Die Trockensubstanzbestimmung ergab nun 0,400 g gegen 
0,02 g ursprünglich. Somit war die Trockensubstanz um 
1900°/, vermehrt worden. 


Versuch 23. 
Traubenzucker (technisch). . . . . 7g (also 7°/,) 
Harn (aufs Doppelte verdünnt, mit 
PO,Na,H neutralisiert) . . . . . 100 ccm 
Temperatur . . . 22002. 20 bis 25° 
Hefe (Brennereiprefhelej-. ete OTE 


Nach 60 Stunden reichliche Hefe, keine Fáulnis, klares 
Filtrat. 

Die Trockensubstanzbestimmung ergab nun 0,305 g gegen 
0,0233 g ursprünglich. Also hatte die Trockensubstanz um 
1209°/, zugenommen. 
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Versuch 24. 
Traubenzucker (technisch). . . . . 8g (also 8°/,) 
Harn (aufs Doppelte verdünnt, mit 
PO,Na,H neutralisiert) . . . . . 100 cem 
Temperatur ....... 20 bis 25° 
Hefe (BrennereipreBhefe). . . . . . 0,08g. 


Nach 60 Stunden ergab die Trockensubstanzbestimmung 
0,220 g gegen 0,0266 g ursprünglich, also eine Trocken- 
substanzvermehrung von 7270/,, 


Vergleichen wir die Versuche, so fällt zunächst auf, daß 
nur noch bei 2°/, Zuckergehalt Bakterien in schädlicher Menge 
auftraten, trotz günstiger Frühsommertemperatur, bei höheren 
Konzentrationen nicht mehr. 

Offenbar genügt schon 3°/, Zuckergehalt der Nähr- 
und Gärlösung, wenn der Zucker eine gärfähige Zucker- 
art ist, um der Hefe das Übergewicht im Konkurrenz- 
kampfe zu verschaffen. 

Solche Zuckerverdünnungen werden meines Wissens in der 
Praxis der Gärungsindustrie nur selten verwendet. 

Trotzdem ist es von Interesse, zu wissen, daß ein 
Auskommen mit so geringer Zuckerkonzentration 
möglich ist wie oben mit 3 g Zuckergehalt in 100 com Gär- 
und Nährlösung. 

In der Literatur finde ich keine Angaben über diesen 
Punkt vor. 

Weiterhin ist für die Praxis von Wichtigkeit, wie viele 
Prozente des dargereichten Zuckers von der Hefe bei 
der Aufzucht unter bestimmten Bedingungen assimi- 
liert (nicht vergoren) waren. 

Das ist besonders dann wichtig, wenn die Hefe als Haupt- 
produkt des gärtechnischen Prozesses betrachtet wird, wie bei 
der Herstellung von Getreidehefe. 
absol. Trockensubst.-Zunahme g 

angew. Zucker g 
als Zuckerassimilationsquotienten und rechne denselben unten 
auf Prozente um, damit ein rascher Vergleich der einzelnen 


Resultate möglich ist. 
Biochemische Zeitschrift Band 83. 11 


Ich bezeichne den Quotienten: 
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Ferner nenne ich rot E den Quotien- 
ursprüngl. Trockensubstanz 

ten der Trockensubstanz-Zunahme und setze dabei den Divisor 

= 1. Auch so ergeben sich interessante vergleichbare Zahlen. 

Es ist zwar vorläufig nur eine kleine Zahl von Versuchen, 

die hier angeführt werden. Doch gibt der Vergleich der Zahlen 

schon jetzt einige wichtige Aufschlüsse über die am besten zu 


wählenden Konzentrationen der Zuckerlösung. 
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Es ist zunächst noch zu bemerken, daß in allen diesen 
Versuchen das Verhältnis 1 Teil Preßhefe zu 100 Teilen Zucker 
eingehalten wurde. 

Wir sehen aus den angegebenen Zahlen, daß bei den 
Harnversuchen unter Traubenzuckerzusatz im höch- 
sten Falle 6,33%, des Zuckers in Trockensubstanz ver- 
wandelt wurde, wenn wir annehmen, daß 1 Teil Zucker 
1 Teil Trockensubstanz durch die Assimilation liefert, was bei 
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Kohlenhydratbildung nicht vollständig, bei Eiweißbildung nur 
annähernd stimmen dürfte. 
C,H,.0; C,H,00; 
72 +12 +96—180 72-+10-+80— 162 
Traubenzucker Glykogen, Cellulose 
a (C¿¿H,12N 50225) 
1632 


6 "128 
72 + 12-496 = 180 ?*/,, (864 + 112 + 2524 372 + 32) = —— = 136 
Traubenzucker ven 12 
Eiweiß. 


Am besten war das Resultat bei Anwendung einer 
6°/,igen Zuckerkonzentration; bei Gebrauch einer 8°/,igen 
Zuckerlösung erhielt ich die niedrigste Zahl für Zuckerassimi- 
lation, noch niedriger sogar als bei Verwendung einer 20°/,igen 
Zuckerkonzentration. 

Begreiflicherweise war auch die Trockensubstanz- 
zunahme bei 6%/, Zucker am größten; letztere fiel auch bei 
8°/, Zucker sehr bedeutend ab. 2°/, Zucker ist wesentlich günstiger 
als 8%/,, wenn sich nicht Bakterien einstellen. Auch 3°/, Zucker 
ist günstiger, dabei stellen sich keine Bakterien ein. 

Von Interesse für die Praxis der Hefezucht ist auch die 
Feststellung, daß Zuckerkonzentrationen von 3°/, an auf- 
wärts genügende Sicherheit gegen das Aufkommen von 
Bakterien bieten. Nur dürfen die Versuche nicht zu lange 
dauern, sonst nisten sich schließlich doch Bakterien ein und 
verderben die Hefe, 

Es gilt das zunächst nur für die bei manchen Versuchen 
angewandte Temperatur 20 bis 25°. Dieselbe ist sehr günstig 
für die Ernährung und Vermehrung der Hefe. 

Aber auch Bakterien finden bei dieser Temperatur günstige 
Wachstumsbedingungen. 

Mit Erniedrigung der Temperatur werden für beide die 
Wachstumsmöglichkeiten geringer. 

Doch scheint es mir, als ob die Fäulnisbakterien und die 
Essigbakterien hierbei schärfer beeinflußt würden als die Hefe, 
so daß für Hefe die Aufzucht bei niedrigeren Temperaturen 
günstiger wäre, wenn man Bakterieneinfluß zu befürchten hat. 

Bei Hefe ist der Einfluß der Temperatur auf einige Funk- 
tionen, wie zum Beispiel auf die Sporenbildung durch 

11* 
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E. Ch. Hansen, genau untersucht worden. Er fand, daß 25 
bis 28° das Optimum der Sporenbildung in der Hefe darstellt. 

Das Optimum des Wachstums der Hefe soll nach Pedersen 
bei 28 bis 34° liegen. 

Übcr niedrigere Temperaturen finde ich wenige brauchbare 
Angaben vor. 

Doch scheint mir schon die Bierbrauerei- und sonstige 
Gärpraxis auf den Vorteil der niedrigeren Temperatur für die 
Hefe anzudeuten. Die Gärungen werden dort meist bei nie- 
drigen, jedenfalls weit unter 20° liegenden Temperaturen 
durchgeführt. 

In Betracht kommt bei den Harnversuchen auch das Ver- 
halten des Micrococcus ureae, also des Erregers der ammonia- 
kalischen Harngärung. 

Leider finde ich über den Temperatureinfluß auf diesen 
Erreger keine Angaben in Günthers Bakteriologie, auch nicht 
in Lafars Mykologie. 

Im übrigen ist der Temperatureinfluß noch von anderen 
Umständen abhängig. 

Bei Ernährung mit Zucker liegt nach Thiele die obere 
Temperaturgrenze für Penicilliumplasma bei 31°, bei Ernährung 
mit Glycerin bei 36°. 

Ferner tritt (bei Schimmel) mit zunehmender Konzen- 
tration des Traubenzuckers von 4 auf 50°/, eine Verschiebung 
des Temperaturmaximums um 3 bis 4° nach oben ein (Thiele). 

Durch Sauerstofízutritt wird (nach L. Rabinowitsch) die 
untere Temperaturgrenze des Wachstums bei thermophilen 
Bakterien ganz wesentlich nach oben verschoben usw. 


Vergleich der Hefevermehrung in Harn-Zuckerlösungen und 
in Malzabsud mit und ohne Luftzutritt. 
Versuch 25. 


Harn (aufs Dopp. verdünnt 
mit PO,Na¿H neutral.) 100 ccm 


Traubenzucker (technisch) 4g (Lösung also nun mit 4°/, Zucker) 


Temperatur. . . . . . 15 bis 20° 
Brennereipreßhefe von33°/, 
Trockensubstanz . . . 0,04g 


Große flache Schale, also Luftzutritt. 
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Nach 48 Stunden wurde die Trockensubstanzbestimmung 
an der auf dem Filter gesammelten und gewaschenen Hefe 
gemacht. 

Es ergab sich 0,396 g gegen 0,013 g ursprünglich. 

Also eine Trockensubstanzvermehrungvon2946,1%/,. 
Verhältnis von Trockensubstanz zu Zucker 1:10, also 10°/,. 


Versuch 26. 
H arn (aufsDopp.verdünnt, 
mit PO,Na,H neutral.) 50 ccm 
Malzabsud mit 8%, 


Zucker... . . . . 50 ccm (Lsg.nunmit 4°/,Z.)u.4 gi. ganz. 
Temperatur. . . ~ . . 15 bis 20° 
Brennereipreßhefe . . . 0,04 g 


Große flache Schale, also Luftzutritt. 


Nach 48 Stunden ergab die Trockensubstanzbestimmung 
0,472 g gegen 0,013 ursprünglich. 

Die Trockensubstanzbestimmung ergab somit eine Ver- 
mehrung von 3530%/,. 

Verhältnis der Trockensubstanzzunahme zum angewandten 
Zucker 1:8,7, also 11,5°/,. 


Versuch 27. 
Wasser . . . . . . .50cem 
Malzabsud m.8°/,Zucker 50 cem (Lsg. also mit 4%/, Z.)u. 4 gi. ganz. 
Temperatur . . . . . .15 bis 20° 
BrennereipreBhefe . . . 0,04 g 


GroBe flache Schale, also Luftzutritt. 


Die Trockensubstanzbestimmung ergab nach 48 Stun- 
den 0,622 g gegen 0,013 vorher, also eine Vermehrung 
um 46840/.. 

Der Quotient zwischen Trockensubstanzzunahme und an- 
gewandtem Zucker 1:6,56. 

Es war also hier nicht bloß eine sehr starke Trocken- 
substanzvermehrung, sondern auch ein starker Vermehrungs- 
quotient zu bemerken; es waren 14,3°/, des Zuckers zu 
Hefetrockensubstanz geworden. 


bei LuftabschluB bei Luftzutritt 
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Versuch 28 (wie Versuch 25). 

Versuchsgefäß aber hier wie ein enges Reagensrohr 

(also Luftabschluß). 

Nach 48 Stunden ergab die Trockensubstanzbestimmung 
nur 0,192 gegen 0,013 ursprünglich. Trockensubstanzver- 
mehrung also um 1377°/,. 

Quotient zwischen Trockensubstanzzunahme und Menge 
des angewandten Zuckers hier viel geringer als bei dem oben 
vorangegangenen Versuch 1:22,4, d. h. es hatten sich 4,4°/, 
des Zuckers in Trockensubstanz der Hefe verwandelt. 


Versuch 29 (wie 26). 
Versuchsgefäß ein enges Reagensrohr (also Luftabschluß). 
Nach 48 Stunden Trockensubstanz 0,272 gegen 0,013 ursprüng- 
lich. Trockensubstanzvermehrung demnach 1992°/,. 
Der Quotient zwischen Trockensubstanzzunahme in g und 
dem angewandten Zucker 1:15,4, also 6,5%/,. 


Versuch 30 (wie Versuch 27). 
Versuchsgefäß ein enges Reagensrohr (also Luftabschluß). 
Nach 48 Stunden ergab die Trockensubstanzbestimmung 
0,384 g gegen 0,013 ursprünglich. 
Trockensubstanzzunahme also um 2854°/,. 
Quotient zwischen Trockensubstanzvermehrung 
und angew. Zucker 1:10,8, also 9,2°],. 
Aus den mitgeteilten Zahlen geht hervor, daß folgende 
Stufenfolge besteht: 
Zuckerassimilationsquotient 1:10, also 10 %/, 
nen der Tr.-S.-Zunahme 29,4: 1 e 


1/, Harn +*/, Malz- ARO 1:8,7, also 11,5%), 


Harn allein . 


as Quotient der Tr.-S.-Zunahme 35,3:1 
2 Zuckerassimilationsquotient 1:6,56, also 14,3°/, 
Malzabsud allein . RA der Tr.-S.-Zunahme 46,3:1, 
H allein ele Datos A N 1:22,4, also 4,4%, 
“er “  * *1Quotient der Tr.-S.-Zunahme 13,8:1 
1/, Harn +? /, Malz- ge EIER EN 1:15,4, also 6,5%, 
abend: Quotient der Tr.-S.-Zunahme 19,9:1 
Zuckerassimilationsquotient 1:10,8, also 9,2%) 
bsud 19) » lo 
Oc a der Tr.-S.-Zunahme 28,5:1 
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Der Luftzutritt hat wiederum weit günstigere Resultate 
gebracht als die Versuche bei Luftabschluß. Es war im 
letzteren Falle (bei den drei zuletzt aufgeführten Versuchen) 
der Zuckerassimilationsquotient ungünstiger; der assimilierte 
Zucker betrug nur 4,4 bis 9,2°/, des ganzen Zuckers, während 
es bei Luftzutritt 10 bis 14,3°/, waren. Ferner wurde bei 
Luftabschluß nur 13- bis 28malige Vermehrung der Trocken- 
substanz erreicht, während bei Luftzutritt eine 29- bis 46 malige 
Vergrößerung der Trockensubstanz eintrat. 

Weiterhin ergibt sich aus den angeführten sechs Versuchen, 
daß der Malzabsud bessere Hefeernten liefert als der 
Harn mit Zuckerzusatz. Denn wir sehen, wie bei den Ver- 
suchen mit Luftzutritt der Zuckerassimilation von 10 auf 11,5°/, 
steigt, sobald nur die Hälfte der Flüssigkeit Malzabsud ist und 
auf 14,3, wenn die ganze Gär- und Nährflüssigkeit aus Malz- 
absud besteht. Die Trockensubstanzvermehrung ist 29,4fach 
bei Harn mit Zuckerzusatz, 46,3fach bei Malzabsud, 35,3fach 
bei einer Mischung von Harn und Malzabsud. Eine ähnliche 
Stufenfolge im Zuckerassimilationsquotienten wie im Quotienten 
der Trockensubstanzzunahme sehen wir auch bei den drei Ver- 
suchen unter Luftabschluß. 

Welche Gründe der bessere Erfolg der Vermehrungsver- 
suche im Malzabsud hat, das läßt sich vorläufig nur vermuten. 

Fürs erste ist der Malzzucker wohl eine noch bessere 
Kohlenstoffquelle wie der (technische) Traubenzucker. 

Bei letzterem können vielleicht Verunreinigungen, die etwas 
schädlich wirken, eine Verlangsamung des Hefewachstums ver- 
ursachen. Oder es ist der Traubenzucker überhaupt ungünstiger 
wie der Malzzucker, wofür manche Anzeichen sprechen. So 
ernährt der Rohrzucker besser als seine Spaltungsprodukte 
Dextrose und Lävulose jedes für sich. Es scheint, daß bei 
der Spaltung des Disaccharidmoleküls in seine Komponenten 
günstige Bedingungen für die Assimilation geschaffen werden. 
Im Malzauszug ist neben Maltose auch Rohrzucker vorhanden. 
Wie mit dem Rohrzucker wird sich’s wohl auch mit der Maltose 
verhalten. 

Fürs zweite sind vermutlich die Stickstoffquellen des Malz- 
absudes noch günstiger als die des Harns. 

Während in dem Harn nur Harnstoff als gut brauchbare 
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Stickstoffquelle zur Verfügung steht, enthält der Malzabsud 
neben Amiden auch Albumosen und Peptone. 

Nun sind die Albumosen allerdings unbrauchbar zur Er- 
nährung der Hefe, weil sie nicht eindringen. Hingegen haben 
sich bei all meinen Versuchen die Peptone als die weitaus 
besten Stickstoffquellen gezeigt; sie sind zugleich auch eine 
vortreffliche Kohlenstoffnahrung. Viele Amidokörper sind freilich 
auch gute Nährstoffe: 

In folgendem seien einige Versuche, die Verfasser zum 
Teil mit O. Loew gemeinschaftlich über die Nährkraft ver- 
schiedener Amidokörper anstellte, kurz erwähnt: 

Sie wurden großenteils an Algen gemacht. 

Aus der Reihe der Amidokörper, die bei der Fäulnis 
auftreten, wurden Glykokoll, Tyrosin und Leucin vom 
Verfasser geprüft. 

Aus ihnen bilden Algen reichlich Stärke. 

Auch Asparaginsäure, Hydantoin, Urethan, Krea- 
tin, Betain und Neurinsalze wirken ernährend!). Die 
betr. Versuche seien wegen ihres Interesses für vorliegende Frage 
wörtlich zitiert: 

„Vor mehreren Jahren versuchten wir Vaucheria und Spiro- 
gyra mit Pepton, Asparaginsäure oder Glycerin zu ernähren. 

Um die Assimilationstätigkeit für Kohlensäure hierbei aus- 
zuschließen, wurden die Versuche im Dunkeln angestellt. 

Jedoch stellten sich bei all diesen Versuchen sehr bald 
eine große Menge von Spaltpilzen ein, die durch ihre intensive 
Tätigkeit die Algen schädigten und nach mehreren Wochen 
zum Absterben brachten, entweder durch Säurebildung aus 
diesen Nährstoffen (aus Glycerin) oder durch Ammoniakabspal- 
tung (aus Pepton und Asparaginsäure). 

Nun versetzten wir eine Portion Algen in 1°/,,-Lösung 
von Asparaginsäure unter Zusatz einer Spur von Magnesium- 
sulfat, Monokaliumphosphat und Eisenphosphat, brachten 
sie ins Dunkle und erneuerten jeden zweiten Tag die Lösung 
vollständig (d. h. die Algen wurden herausgenommen, abgewaschen 
und in frische Nährlösung gebracht). 


1) O. Loew und Th. Bokorny, Chem.-physiol. Studien über Algen, 
Journ. f. pr. Chem. 86. 
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Bei dieser Behandlung blieben sie vollstándig gesund, ob- 
wohl sie gar keinen Stárkemehlvorrat mehr besaßen, während 
sie unter gewöhnlichen Umständen nach Aufzehrung ihres 
Stärkevorrats dem Hungertode verfallen. 

In diesem Falle ist der ernährende Einfluß der Asparagin- 
säure evident. 

Die Zellen erlangten eine Breite von 48 Mikromillimeter 
und eine Länge von 220 Mikromillimeter, während sie ohne 
Asparaginsäure 30 Mikromillimeter und 150 Mikromillimeter 
maßen.“ 

„Läßt man organische Materien bei Zutritt von Licht 
mit Algen in Berührung, so gedeihen letztere viel besser. 

Die Vermehrung der Algen ist eine beträchtliche, wenn 
dem Kulturwasser 0,1%/, Asparaginsäure zugesetzt wird, und 
dabei sind die Algen in außerordentlich kräftigem Zustande, 
von schönem Aussehen. 

Auch in einer Lösung von 0,1°/, Bernsteinsäure leben 
die Algen ohne Störung fort, jedoch ohne beträchtliche Ver- 
mehrung zu zeigen; nur die Stärkekörner machen sich durch 
bedeutende Größe bemerklich. 

In Apfelsäure oder Cumalinsäure von derselben Stärke 
sterben die Algen schon nach etwa 24 Stunden, was mit dem 
stärkesauren Charakter dieser Säuren zusammenhängt (bei 
Cumalinsäure kann auch deren leichte Einwirkung auf Amido- 
gruppen [im Eiweiß] in Betracht kommen). 

Bei zehnmal größerer Verdünnung werden indessen auch 
diese Säuren ertragen. 

Ebenso nimmt der schädliche Einfluß zu, wenn in einer 
Substanz durch Eintritt stickstoffhaltiger Gruppen die Alkali- 
nität zunimmt. 

Sehr lehrreich ist in dieser Beziehung ein Vergleich von 
Urethan, Harnstoff und Guanidin: 


NH, NH, NH, 
J ah Ll 
c=0 c=0 C= NH 
N N N 
O.C, H, NH, NH, 
Urethan Harnstoff Guanidin 


Setzt man Algenfäden in 0,1°/ ‚ige Lösungen dieser Stoffe 
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in Quellwasser, so nehmen sie bei Urethan auch nach Wochen 

nicht den geringsten Schaden. 

l Bei Harnstoffzufuhr kränkeln sie nach einigen Tagen, 
bei Guanidinernährung sterben sie unter Granulations-Erschei- 

nungen schon nach einigen Stunden ab. Harnstoff hat sich 

bei Algen nicht bewährt. 

Treten in die Moleküle des Harnstoffs oder Guanidins 
Säuregruppen ein, die den alkalischen Charakter abschwächen, 
so verschwindet auch wieder die schädliche Wirkung, wie Ver- 
suche mit Hydantoin und Kreatin ergaben: 


NH — CO NH 


| | 
co | C(NH) 


| | 
NH — CH, N(CH,) — CH, — COOH 
Hydantoin Kreatin 


Nach fünftägiger Einwirkung von 0,2°/ igen Lösungen von 
Kreatin, Hydantoin, Urethan, Leucin, Sulfoharnstoff und Harn- 
stoff stellte sich ein sehr bemerkenswerter Unterschied in der 
Wirkung der einzelnen Stoffe heraus. 

Die in Kreatin- und Hydantoinlösung gewesenen Algen 
hatten bedeutend an Masse zugenommen, die in Urethan und 
Leucin erwiesen sich als vollkommen gesund, waren aber nicht 
so gewachsen. 

Die in Harnstoff- und Sulfoharnstofflösung gewesenen 
Algen zeigten keine Massenzunahme und ergaben folgenden 
mikroskopischen Befund: 

Bei Harnstoff waren die Fäden meist dem Tode nahe; die 
Chlorophyllbänder waren stärkeleer ohne Zacken und zusammen- 
geschrumpft, öfters zerrissen; das farblose Plasma war meist 
intakt, manchmal kontrahiert, nur hier und da (sehr selten) 
granuliert. Die schädliche Einwirkung kann also hier nicht 
oder nur zum kleinsten Teil auf Ammoniakabspaltung zurück- 
geführt werden. 

Die Algen in 0,2%/, Sulfoharnstoft waren ebenfalls meist 
dem Tode nahe, zeigten aber in vielen Zellen noch Stärke- 
mehlgehalt. 

Der günstige Effekt des Kreatins und Hydantoins ist ohne 
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Zweifel der im labilen Zustande darin enthaltenen CH,-Gruppe 
zuzuschreiben. 

Während Guanidin, Harnstoff und Sulfoharnstoff 
wegen mangelnder CH,-Gruppe nicht nur nicht ernähren, son- 
dern infolge ihrer basischen Natur auch schädliche Wirkung 
äußern, können viele andere organische Stoffe von Algen oder 
Pilzen ertragen werden, ohne zur Ernährung zu dienen, z. B. 
pikrinsaures und nitranilsaures Kali in 0,05°/,iger Lösung. Im 
Lichte bleiben die Algen in deren Lösungen am Leben; im 
Dunkeln aber sterben sie bald des Hungertodes. Ähnlich ver- 
hält es sich mit den Pilzen gegenüber Pyridinsalzen und 
Amidobenzoesäure, während phenylessigsaure Salze wieder zur 
Ernährung beitragen können, wegen der vorhandenen CH,- 
Gruppe. 

Ohne Zweifel können auch solche Stoffe, die unter Wasser- 
aufnahme die CH,-Gruppe zu bilden fähig sind, zur Ernährung 
beitragen.“ 

Man sieht, wie die Ernährungskraft der organischen Stoffe 
mit der chemischen Konstitution derselben zusammenhängt. 

Es gibt zweifellos eine große Zahl von organischen Stoffen, 
die auch grüne Pflanzen zu ernähren vermögen. 

Nur ist bei höheren Pflanzen der Beweis nicht so leicht 
zu erbringen wie bei Spirogyren. Die Versuche dauern dort viel 
länger. 

Trotzdem wäre es eine dankenswerte Arbeit, den Beweis 
in ähnlicher Weise auch bei Blütenpflanzen zu führen. 

Verfasser konnte wegen Mangels an Zeit nur für wenige 
organische Stoffe die Ernährungsfähigkeit bei einigen Topf- 
pflanzen und bei Wasserkulturen aus dem Kreise den phanero- 
gamen Kulturpflanzen experimentell nachweisen. 

Sicherlich gelingt es auch bei andern Stoffen und Pflanzen. 

Das sich daran knüpfende Interesse ist ein doppeltes. 

Fürs erste ein rein physiologisches, indem damit die Kluft 
zwischen grünen Pflanzen und Pilzen immer mehr überbrückt 
wird und auch die Ernährung der Kulturpflanzen in weiterem 
Gesichtskreis als bisher betrachtet wird. 

Fürs zweite ein praktisches, weil auf der organischen Er- 
nährbarkeit der Kulturpflanzen auch ein besseres Verständnis 
der Vorteile eines guten Humusbodens angebahnt wird. 
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Verfasser ist durchaus nicht der Meinung, daß sich damit 
allein die gute Wirkung des Humusbodens erklären lasse. 

Denn die feine Verteilung des Bodens spielt sicherlich auch 
eine große Rolle. 

Nichts aber hindert uns, anzuerkennen, daß auch die 
organischen Stoffe des Bodens, speziell die obengenannten 
organischen Fäulnisprodukte, zu dieser vorteilhaften Wir- 
kung beitragen, wenn auch bei Kulturpflanzen der Nachweis 
erbracht wird, daß jene Stoffe Nährstoffe für sie sind. 

Der Harnstoff ist vielleicht für grüne Pflanzen 
keine so günstige Nahrung wie für Hefe, für die er übri- 
gens nur als Stickstoffquelle paßt, niemals aber schädlich wirkt. 
Denn bei Zusatz von Zucker als Kohlenstoffquelle zu Harn 
konnte ja ein flottes Hefewachstum beobachtet werden. 

Die im Malze enthaltenen Amidokörper sind manchmal zu- 
gleich C- und N-Nahrung für die Hefe. 

Nach A. Hilger und W. v. d. Becke sind im Darrmalz 
folgende Stickstoffsubstanzen enthalten (auf Trockensubstanz 


berechnet): 
Eiweiß Pepton Ammonsalz Amidosäuren Amido 
0,119%/, 0,023%/, 0,006°/, 0,226%/,  0,0039/p. 


Das Eiweiß scheidet bei meinen Versuchen aus, da dieselben 
mit gekochten Malzlösungen vorgenommen wurden. 

Hingegen kommt das Pepton in Betracht, das als vorzügliche 
C- und N-Quelle für Hefe und Pilze überhaupt bekannt ist. 
Es ist freilich in relativ kleinerer Menge vorhanden. 

Diese Prozentmenge wurde durch den Auflösungsvorgang 
auf ca. das Doppelte bis Dreifache verdünnt, so daß in meiner 
Lösung (bei Anwendung von ausschließlich Malzabsud) nur 
ca. 0,01°/, Pepton enthalten war. 

Ich zweifle nicht daran, daß das Pepton in dieser Ver- 
dünnung noch ernährt. 

Allein da die Gesamtmenge Pepton in 100 ccm meiner 
Gär- und Nährlösung nicht mehr als 0,01 g betrug, so wird die 
Peptonernährung an dem schließlichen Trockensubstanzgewinn 
nicht viel beteiligt gewesen sein. 

Weit reichlicher sind die Amidosäuren vorhanden. 

Sie betragen 0,226°/, der Trockensubstanz und somit 
ca. 0,1%/, der Gär- und Nährlösung. 
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Die Gesamtmenge Amidosäuren in meiner Gär- und Nähr- 
lösung betrug also 0,1 g. Das ist eine ausreichende Menge, 
um die Hefe mit Stickstoff zu versehen. 

Welches im einzelnen die Amidosäuren des Malzes sind, 
finde ich in Königs Nahrungs- und Genußmitteln leider nicht 
angegeben. 

Aus sonstigen Untersuchungen ist bekannt geworden, daß 
Asparaginsäure, Tyrosin, Leucin usw. in den keimenden Samen 
auftreten, und zwar als Zersetzungsprodukte der vorher abge- 
lagert gewesenen Eiweißstoffe. 

Von den Säureamiden werden Asparagin und Glutamin 
(das Amid der Amidogyroweinsäure) genannt. 

Alle diese Stoffe sind sowohl N-Quellen wegen ihres Amido- 
gruppengehalts als auch manchmal C-Quellen für Pilze. 

Manchmal ist schon behauptet worden, daß diese Amino- 
körper noch bessere Nährstoffe für manche Pilze seien als die 
Peptone. 

Nach meinen Erfahrungen trifft dies bezüglich der Hefe 
nicht zu, wenn auch die genannten Aminosäuren und Amide 
zu den guten Nährstoffen für Hefe gehören. 

Alles in allem genommen liegt die günstigere Wirkung 
des Malzabsudes gegenüber dem Harn (+ Zucker) zum Teil 
wohl in den besseren organischen Nährstoffen des Malzab- 
sudes. 

Zum Schluß seien nun noch einige neue Versuche über 
die günstigste Ausgestaltung des Verhältnisses zwischen ge- 
wonnener Hefetrockensubstanz und angewandtem Zucker an- 
geführt, weil gerade diesem Punkte bei der jetzt wichtig ge- 
wordenen Fabrikation von Nährhefe besondere Bedeutung 
zukommt. 

Ich habe schon in den Bemerkungen über die vorigen 
Versuche darauf aufmerksam gemacht, daß der günstigste 
Zuckerassimilationsquotient 1:6,56, also 14,3°/ war; noch 
günstigere Zuckerassimilationszahlen habe ich in den bisher 
angeführten Versuchen nicht bemerkt. 

Andererseits berichten aber doch Fabrikanten von 30°/, 
assimiliertem Zucker. 

Ich machte daher noch einige weitere Versuche, um zu 
einer ebenso hohen Ziffer zu gelangen. 
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Es schien mir für diesen Zweck günstiger zu sein, eine 
größere Hefemenge von vornherein zuzusetzen. Für Verlang- 
samung der Gärung und um nicht den Zucker durch Gärung 
vorzeitig verschwinden zu lassen, gebrauchte ich den Kunstgriff, 
den Zucker nicht auf einmal, sondern mehrere Male zuzusetzen. 


Versuche über günstigere Zuckerassimilationsquotienten mit 
größerer Hefeaussaat und allmählichem Zuckerzusatz. 


Versuch 31. 


Harn (aufs Doppelte verdünnt, mit 

PO,Na,H neutralisiert) . . . . 100ccm 
Traubenzucker (technisch) . . . . 4g (auf 3mal zugesetzt) 
Hefe (Getreidepreßhefe von 310/, 

Trockensubstanz) . . . . . . . 2g(=0,62gTrockensubst.) 
Große flache Schale, also Luftzutritt. 
Temperatur 20 bis 220, 


Nach 2 Tagen wurde die Trockensubstanzbestimmung ge- 
macht. 

Sie ergab 0,85 g gegen 0,62 ursprünglich. 

Die Trockensubsanzzunahme betrug somit 37,10/,. 

Der Zuckerassimilationsquotient ist nn. Es 

> 
waren also 5,8%/, des vorhandenen Zuckers assimiliert 
worden. 

Das ist immer noch eine relativ kleine Zahl, die vielleicht 
durch lángere Ausdehnung des Versuches noch hátte vergróBert 
werden kónnen. 

Versuch 32, 
Harn (aufs Dopp. verdünnt, 
mit PO ‚Na,H neutralisiert) 50 ccm 
Malzabsud von 8%/, Zucker 50 ccm(also4gZ.)auf3mal zugesetzt 
Hefe (wie vorhin). . . . 2g (=0,62g Trockensubstanz) 
Große flache Schale, also Luftzutritt. 
Temperatur 20 bis 22°. 


Nach 2 Tagen war die Hefe schon flockig-griesig geworden. 
Es wurde nun die Trockensubstanzbestimmung gemacht. 
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Dieselbe ergab 0,90 g gegen 0,62 ursprünglich. 
Trockensubstanzzunahme somit 45,20;,. 
Zuckerassimilationsquotient 5: Es waren also 7°/, 
? 
des vorhandenen Zuckers assimiliert worden. 
Die wiederum ziemlich geringe Menge des assimilierten 
Zuckers mag denselben Grund haben wie bei 31. 


Versuch 33. 


Harn (aufs Dopp. verdünnt, mit PO, Na, H 
neutralisiert) . . . . 2 . . . . . 100ccm 
Traubenzucker (technisch). . . . . . 4g (auf 3mal zugesetzt) 
Hefe (GetreidepreBhefe von 31°/, Trok- 
kensubstanz) . . . . 2 2 22... 
Enges Reagensrohr (also Luftabschluß). 
Temperatur 20 bis 22°. 


2g 


Nach 2 Tagen ergab die Trockensubstanzbestimmung 0,80 
gegen 0,62 g ursprünglich. 
Die Trockensubstanzzunahme betrug somit 29°/,. 
Der Zuckerassimilationsquotient Mi Es 
4 22,2 
waren also 4,5°/, des vorhandenen Zuckers assimiliert worden. 
Die geringere Zahl ist sowohl durch die kurze Versuchs- 
zeit wie auch durch den Luftabschluß bedingt. 


Die Zuckerverarbeitung war noch nicht beendet. 


Versuch 34. 
Harn (aufs Dopp. verdünnt, 
mit PO,Na,H neutral.) 100 ccm 
Malzabsud mit 8°/, Zucker 50Occm (also4gZ.)auf 3mal zugesetzt 
Hefe (wie vorhin). . . . 2g 
Reagensrohr (also Luftabschluß). 
Temperatur 20 bis 22°. 


Auch hier wurde schon nach 48 Stunden die Trocken- 
substanzbestimmung gemacht, obwohl die Zuckerverarbeitung 
noch nicht beendigt war. 
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Dieselbe ergab 0,700g gegen 0,62 ursprünglich. 

Somit Trockensubstanzzunahme 13%/,. 

Der Zuckerassimilationsquotient Mn. Es 
waren somit 2°/, des Zuckers in Trockensubstanz verwandelt 
worden. 

Das ist eine noch weit geringere Menge als bei 33. 

Die geringere Ernährung und der Luftabschluß hatten zu- 
sammen dieses ungünstige Ergebnis gezeitigt. 

In keinem Falle wurde erreicht, daß 30°/, des Zuckers 
assimiliert wurden. 


Über Muskelquellung speziell unter Wirkung des Coffeins. 


Von 
Alexander Beläk, Budapest. 


¡Aus dem Pharmakologischen Institut der Universität Freiburg i. Br.) 
(Eingegangen am 6. Juni 1917.) 


Mit 8 Figuren im Text. 


Die Mechanik der Muskelcontraction erregte seit jeher 
das regste Interesse der Physiologen, trotzdem haben sich die 
Ansichten erst in jüngster Zeit so weit geklärt, daß man sich 
eine plausible Vorstellung über die Elementarvorgänge der 
Contraction bilden kann. Kurz zusammengefaßt kann man 
sich das Zustandekommen der Muskelcontraction am einfachsten 
folgendermaßen vorstellen*): Der Muskel besteht im wesentlichen 
aus den in das sogenannte Sarkoplasma eingebetteten Fibrillen, 
die letzteren bestehen wieder im Grunde genommen aus durch 
die Zwischenschicht (Z) (nach der Rolletschen Bezeichnung) 
getrennten, mit elastischen Wänden versehenen Fächern [Sar- 
komere Mc. Dougalls”)]. Diese Sarkomere enthalten die 
anisotrope Substanz, wobei auf die nicht völlig begründete 
Annahme einer daneben existierenden isotropen Substanz ver- 
zichtet wird. Die isotrope Schicht soll namentlich eine 
weniger dichte und daher nur weniger anisotrope Substanz 


1) Zusammenfassend bei: Biedermann, Vergleichende Physiologie 
der irritablen Substanzen, Ergebnisse der Physiologie 8, 1909. — W. Pauli, 
Kolloidchemie der Muskelcontraction, Steinkopff, Dresden 1912. 

2) Mc. Dougall, The structure of cross striated muscle, Journ. of 
anat. and physiolog. 31, 1898. — A theory of muscular contraction, 
ibid. 32, 1888. 
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darstellen. [M. Heidenhain*), Meigs?)]. Die Zwischenschicht 
(Z) besitzt grundverschiedene Eigenschaften gegenüber der an- 
isotropen Querscheibenschicht (Q); sie ist viel fester, schwerer 
angreifbar, resistenter als letztere und kann somit als Scheide- 
wand zwischen je zwei Sarkomersegmenten betrachtet werden. 
Nimmt nun das Sarkomer Wasser auf, so wird sein Gehalt 
kugelig, es verkürzt sich seine Längsachse zugunsten seiner 
Querachse, und somit kann die Wasseraufnahme der Sarkomeren 
einer Fibrille eine erhebliche Verkürzung der ganzen Fibrille 
veranlassen; die dabei erfolgte Vergrößerung der Querachse 
konnte sowohl unter experimentellen wie auch natürlichen 
Umständen verfolgt werden. Es entsteht eine Vorwölbung der 
Fibrillenwand entsprechend den Sarkomeren und eine Ein- 
schnürung, Furchenbildung entsprechend den Zwischenscheiben 
(Z). [Me. Dougall’), A. Rollet*), Merkel”), Heidenhain®)). 

Die Frage, auf welche Weise nun die Wasseraufnahme 
erfolgt, kann in zwei Richtungen beantwortet werden. Mc. Dou- 
gall, N. Zuntz?) nehmen eine Wasseraufnahme auf osmotischem 
Wege, also unter Hilfe einer Membran an, dagegen spricht sich 
Engelmann”) im Sinne einer kolloidalen Quellung aus. Ebenso 
wird auch die Frage, woher das aufgenommene Wasser stammt, 
in zwei Richtungen beantwortet. Die Vertreter der Annahme 
der isotropen Schicht (Engelmann) wiesen den Schwund der- 
selben bei der Contraction nach und glauben daher die isotrope 
Schicht als Wasserreservoire auffassen zu müssen, während zum 


1) M. Heidenhain, Struktur der contractilen Materie I. Merkel- 
Bonnet, Anat. Hefte $, 1898. 

2) Meigs, E. B., The structure of the element of the cross striated 
muscle and the changes of form which it undergoes during contraction. 
Arch. f. allgem. Physiolog. 1908. 

3) Mc.Dougall 1.c.; N. Zuntz, Oppenheimers Handb. der Biochem. 
4, 1, 826. 

4) A. Rollet, Untersuchungen über den Bau der quergestreiften 
Muskelfasern I. Denkschriften der Kais. Akad. d. Wissensch. zu Wien 
1885. — II. Ibid. 51, 1885. — Untersuchungen über Contractilitát und 
Doppelbrechung der quergestreiften Muskelfasern, Ibid. 58, 1891. 

5) Merkel, Der quergestreifte Muskel. I. Das primitive Muskel- 
element der Arthropoden. Arch. f. mikr. Anat. 53, 1872. 

%) Heidenhain, 1. c. 

7) Th. W. Engelmann, Arch. f. d. ges. Physiol. 7, 8, 11, 18, 23, 25, 26. 
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Teil neuere Beobachtungen [Mc. Dougall*), Meigs”)] auf eine 
Wasseraufnahme aus dem Sarkoplasma zu schließen gestatten. 
In welcher Richtung nun auch die späteren Untersuchungen 
die Einzelfragen dieses Mechanismus entscheiden werden, so 
scheint doch jetzt schon soviel mit Sicherheit aus den bisheri- 
gen Ergebnissen der Forschung hervorzugehen, daß die Muskel- 
contraction im Grunde genommen als eine Wasseraufnahme 
der anisotropen Substanz zu betrachten ist. Wir wollen die 
Wasseraufnahme im allgemeinen einfach als Quellung nennen, 
wobei es vorläufig dahingestellt bleiben soll, ob es sich um 
eine osmotische oder um eine kolloidale Quellung handle. 

Nehmen wir diese Erscheinungen als physiologische Tat- 
sachen an, so taucht die Frage unwillkürlich auf, auf welche 
Weise verschiedene Pharmaka dieses physiologische Verhalten 
der Muskel beeinflussen werden und ob die hier kurz geschil- 
derten Theorien Grundlagen für die Deutung pharmakologisch 
bekannter Phänomene schaffen können. 

Von vornherein scheint uns die Annahme berechtigt, daß 
Mittel, die ihren spezifischen Angriffspunkt im Muskel selbst 
besitzen, den Grad oder den zeitlichen Ablauf der Muskel- 
quellung auch in vitro beeinträchtigen, und zwar entweder das 
Quellungsvermögen erhöhen oder den Vorgang der Quellung 
selbst beschleunigen, eventuell gleichzeitig beide Wirkungen ent- 
falten werden. Dem experimentellen Nachweis dieser Ver- 
mutungen steht nun der Umstand scheinbar im Wege, daß die 
contractile Substanz, die anisotropen Massen oder Muskelfibrillen 
selbst, einer derartigen Prüfung nicht unmittelbar unterworfen 
werden können. Das Sarkoplasma ist auch quellbar, wenigstens 
ist dieser Einwand nicht zu entkräften, und infolgedessen werden 
Quellungsuntersuchungen nicht das Verhalten des contractilen 
Elementes allein, vielmehr das Verhalten der ganzen Muskel- 
substanz (Fibrillen -+ Sarkoplasma) veranschaulichen. Trotzdem 
ist aus solchen Untersuchungen ein gewisser Anhaltspunkt be- 
züglich des Contractionsmechanismus zu erwarten, wenn wir 
mit Fick*) die Fibrillen mindestens zu einem Drittel der ganzen 


1) Mc.Dougall l.c.; N. Zuntz, Oppenheimers Handb. d. Biochem. 
4, 1, 826. 
2) Meigs, l.c. 
3) Fick, Arch.“f. d. ges. Physiol. 53, 1893; 54, 1893. 
12* 
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Muskelsubstanz veranschlagen und noch dazu annehmen, daß 
die contractile Substanz den größeren Anteil bei der Quellung 
haben wird, da von ihr im Vergleich zu den übrigen morpho- 
logischen Muskelbestandteilen ein großes Quellungsvermögen 
wenigstens angenommen werden muß. 

Das allbekannte und auch als Genußmittel so oft ver- 
wendete Coffein hat unter anderem eine ausgesprochene Wir- 
kung auf die Funktion des Muskels, die in einer Steigerung der 
Arbeitsleistung besteht. Diese Wirkung war oft Gegenstand 
pharmakologischer Untersuchungen; durch dieselben konnte 
nicht nur eine experimentelle Bestätigung der allgemeinen Er- 
fahrungen herbeigeführt, sondern auch eine nähere Charakteri- 
sierung dieser Wirkung sowohl am Menschen wie am Tiere ge- 
geben werden. 

Es hat bereits Kobert!) nachgewiesen, daß die Arbeits- 
leistung des Froschmuskels durch Coffeingaben gesteigert wird. 
Mit genauerer Technik hatte sodann Dreser”) nachgewiesen, 
daß während relativ kleinere Dosen (unterhalb 0,1 mg pro 
Gramm Tier) eine Steigerung der Arbeitsleistung des Gastro- 
cnemius herbeiführen, dieselbe durch größere Dosen herabgesetzt 
wird. Ebenfalls am Froschmuskel arbeitete Secher) und 
konnte die Angaben von Kobert und Dreser bestätigen, 
vorausgesetzt, daß der Muskel in einem maximal gestreckten 
Zustande auf seine Arbeitsfähigkeit untersucht wird. Am 
Menschen konnte Mosso*) mit seinem Ergographen nachweisen, 
daß auch in der Ermüdung die Hubhöhen durch Coffeingaben 
größer ausfallen als in der Norm, somit die Arbeitsfähigkeit 
des Muskels gesteigert wird. Der Angriffspunkt liegt im Muskel 
selbst. Paschkin und Pal’) konnten den Nachweis liefern, daß 
die Bereitschaft des Muskels, auf einen Reiz zu reagieren, durch 
schwache Vergiftung mit Coffein erhöht wird und daß es ge- 
ringerer Reize bedarf, um die Contractionen auszulösen. — 
Nehmen wir noch dazu die zahlreichen Angaben über die 
direkte Wirkung des Coffeins auf die mikroskopische und 


1) Kobert, Arch. f. exp. Pathol. u. Pharmakol. 15, 1882. 
2) Dreser, Arch. f. exp. Pathol. u. Pharmakol. 27, 1890. 
3) Secher, Arch. f. exp. Pathol. u. Pharmakol. 77, 1914. 
1) Mosso, Arch. ital. biol. 1893. 

5) Paschkin und Pal, Wiener med. Jahrbuch 1886. 
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makroskopische Beschaffenheit der verschiedenen Muskel *), sowie 
die Studien über die Einwirkung des Coffeins auf die Muskel- 
kurven?), sowie die auf Straubs Anregung angestellten Versuche 
von Henze?) über chemische Demarkationsströme, so ergibt 
sich das eine mit Sicherheit, daß das Coffein einen ausge- 
sprochenen direkten Einfluß auf die Muskulatur ausübt, daß 
der Angriffspunkt seiner pharmakologischen Wirkung im Muskel 
selbst liegt, obwohl auch eine Beeinflussung seitens des Zentral- 
nervensystems anzunehmen ist [Kräpelin und Hoch‘)]. — Es 
schien auf Grund dieser Tatsachen angezeigt, die direkte Muskel- 
wirkung des Coffeins näher ins Auge zu fassen und Unter- 
suchungen im Lichte der oben erwähnten Contractionstheorien 
anzustellen. 
Versuchsanordnung. 


Die Versuchstechnik ist lediglich die systematische Wägung 
der Muskeln. Die Versuche wurden mit dest. Wasser und mit 
verschieden konzentrierten Coffeinlösungen (Coffeinum purum 
Merck) ausgeführt. Eine Coffeinlösung zu 0,5°/, ließ sich ohne 
Schwierigkeit herstellen, sie diente dann als Stammlösung zu 
weiteren Verdünnungen. Als Muskel wurden verschiedene, 
ohne besondere Präparierung herausgeschnittene Muskelgruppen 
von frisch getöteten Sommerfröschen’) (Temporarien und 
Eskulenten) verwendet. Das ursprüngliche Gewicht der 


1) Voit, Untersuchungen über den Einfluß des Kochsalzes, des 
Kaffees und der Muskelbewegungen auf den Stoffwechsel. München 1860. 
Pratt, Boston med. and surg. Journ. 1868. — Virchows und Hirschs 
Jahresb. 1868. — Johannsen, Über die Wirkung des Coffeins, Dissert. 
Dorpat 1869. — Buchheim und Eisenmenger, Eckhardts Beitr. zur 
Anat. und Physiol. 5, 1870.— Aubert, Arch. f. d. ges. Physiol. 5, 1872. — 
Schmiedeberg, Arch. f. exp. Pathol. u. Pharmakol. 2, 1874. — Filehne, 
Arch. f. Anat. u. Physiol. 1886. — Jakoby und Golowinski, Arch. f. 
exp. Pathol. u. Pharmokol. 1908. Suppl.-Bd. 

2 Buchheim und Eisenmenger, l. c. — Botazzi, Arch. f. 
Anat. u. Physiol. 1901. — Lapique, Compt. rend. Soc. Biol. 60, 1906. — 
Leblond, These de Paris 1873. Etude physiologique et therapeutique 
de la Coffeine. Zit. nach Secher. — Secher, Arch. f. exp. Pathol. u. 
Pharmakol. 77, 1914. 

3) Henze, Arch. f. d. ges. Physiol. 92, 451, 1902. 

1) Krápelin und Hoch, Psychol. Arbeiten 1895. Zit. nach Meyer- 
Gottlieb: Exper. Pharmakologie. 

*) Die Versuche wurden in den Monaten Juni/Juli 1914 ausgeführt. 
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Muskelstiicke betrug zwischen ca. 0,4 bis 1,5 g. Sie wurden 
in ein verschließbares Wägegläschen gebracht, mit der be- 
treffenden Lösung übergossen und bei Zimmertemperatur 
stehen gelassen. In späteren Versuchen wurden in die Gläs- 
chen entsprechend große Stücke von Filtrierpapier gegeben, 
damit die Muskelstücke nicht an dem Glas anliegen, sondern 
durch das Papier auch von unten mit der Flüssigkeit benetzt 
werden. Die Menge der verwendeten Flüssigkeit betrug 10 bis 
20 ccm u. zw. in Parallelversuchen stets das gleiche Volum. Die 
Muskelstücke wurden im gegebenen Moment mit einer Pinzette 
herausgenommen, auf Filtrierpapier rasch abgetrocknet und auf 
Milligrammgenauigkeit gewogen. Der Zeitpunkt des Eintauchens 
und der Wägung genau notiert. Die Wägungen wurden am 
Anfange des Versuches in Zwischenräumen von 5 bis 10 Minuten. 
später etwa */,stiindig, sodann am folgenden Tage, nach Ab- 
lauf von 20 bis 24 Stunden ausgeführt, so daß ein jedes Präparat 
8- bis 10mal zur Wägung gelangte. Es wurde damit erreicht, 
die ersten Momente des Vorganges, sowie das spätere Verhalten 
des Muskels genau zu verfolgen. Es mußte bei diesen kurzen 
Intervallen der Wägung großes Gewicht auf die Gleichmäßig- 
keit der Arbeit gelegt werden, nicht nur um eine Austrocknung 
der Präparate zu vermeiden, sondern auch um das Verweilen 
der Muskelstücke in der Flüssigkeit gleichmäßig zu gestalten. 
Es wurde daher die Zeitdauer der Wägungen, d. h. des Ver- 
weilens der Präparate außerhalb der Flüssigkeit genau bemessen. 
Sie betrug durchschnittlich 1 Minute. — Bei den rasch nach- 
einander folgenden Wägungen konnte konstatiert werden, daß 
der Vorgang der Wägung selbst nicht ohne Einfluß auf das 
Gewicht des Muskels bleibt; es tritt vielmehr eine allmähliche 
Verminderung des Gewichtes ein. Die Ursache derselben konnte 
nicht ermittelt werden, vermutlich liegt siein der Austrocknung 
der Oberfläche. Die gleiche Beobachtung wurde auch von 
Körösy!) gemacht. 


Die Wasserquellung des Froschmuskels. 


Die Wasserquellung des Muskels ist nach den Unter- 
suchungen von J. Loeb?) ein oft studiertes Kapitel der Phy- 


1) Körösy, Zeitschr. f. physiol. Chem. 93, 1914. 
1) Loeb, Arch. f. d. ges. Physiol. 69, 1897; 71, 1898. 
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siologie geworden und trotz großer Bemühungen eigentlich noch 
immer ein unaufgeklärtes Gebiet geblieben. Es ist vor allem das 
Studium der wasserbewegenden Kräfte, welches viel Interessantes 
zutage gefördert hat. Bekanntlich werden die Wasseraufnahme 
und die Wasserverbindung auf zwei verschiedene ursächliche 
Momente zurückgeführt: auf den osmotischen Druck des 
Zellinnern und auf die kolloidale Wasseraffinität der 
Muskelproteine. Beide Möglichkeiten wurden von verschiedener 
Seite einer eingehenden Prüfung unterzogen, ohne aber einen 
endgültigen Abschluß der Frage geliefert zu haben. 

J. Loeb ist der Begründer der osmotischen Theorie der 
Muskelquellung gewesen und ist bis zu den jüngsten Zeiten 
ein Anhänger derselben geblieben. In seinen ersten Arbeiten 
hat er nachgewiesen, daß die Wasseraufnahme und die Wasser- 
abgabe des Muskels im großen und ganzen nach dem Avo- 
gadroschen Gesetze verläuft. Das Gewicht des Muskels bleibt 
in einer "/,-NaCl-Lósung längere Zeit hindurch unverändert, 
während in verdünnteren Lösungen eine Wasseraufnahme, in 
konzentrierteren eine Wasserabgabe erfolgt. Er hat sodann 
nachgewiesen, daß der Muskel auch in anderen, mit ®/,-NaCl 
isosmotischen Salzlösungen bei kürzerer Versuchsdauer unver- 
ändert bleibt. 

Overton?) konnte die gefundenen Tatsachen mit der osmo- 
tischen Theorie nicht ausreichend erklären und stellt daher die 
Hypothese auf, daß ein Teil des Wassers im Muskel kolloides 
Quellungswasser darstellt. 

Die nähere Untersuchung der Muskelquellung führte in 
den Arbeiten von Fletcher”) zu wichtigen Resultaten. Er 
fand vor allem, daß nach einer anfänglichen Quellung dieser 
Wasseraufnahme eine Wasserabgabe erfolgt: diese Entquellung 
genannte Erscheinung wurde von ihm durch die Annahme ge: 
deutet, daß die Permeabilität des Muskels durch die Berührung 
mit der hypotonischen Salzlösung nicht unverändert bleibt, 
vielmehr gesteigert wird. Auf die durch den osmotischen Druck 
des Muskelinnern hervorgerufene Wasseraufnahme folgt somit 
eine, von der Zurückströmung des Wassers begleitete Heraus- 


1) L. Overton, Arch. für die gesamte Physiol. 92, 1902. 
2) Fletcher, Journ. of Physiol. 30, 1904. 
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wanderung der Salze aus dem Muskel in die Außenflüssigkeit, 
die zum Gewichtsverlust, zur Entquellung führt. 

In weiterer Verfolgung der Ursachen der Muskelquellung 
hat Beutner?) unter Loeb nachgewiesen, daß dieselbe beim 
lebenden Muskel im wesentlichen durch osmotische Vorgänge, 
beim toten Muskel dagegen durch kolloidale Gesetze bedingt 
ist. Zu demselben Schluß gelangt Meigs?) durch Vergleich 
von frischem und mittels dest. Wassers abgetötetem Muskel, 
während bekanntlich M. H. Fischer?) den extremen Standpunkt 
der ausschließlichen kolloidalen Quellung vertritt. 

Körösy*) hat die seinerzeit von Loeb gemachten Be- 
obachtungen insofern erweitert, als er nachgewiesen hat, daß 
sich der Froschgastrocnemius in verschieden konzentrierten 
Lösungen von Glucose, Saccharose, NaCl, KCl, CaCl nahezu 
identisch verhält, daß also das Avogadrosche Gesetz nicht 
nur für den Isotoniepunkt, sondern für alle Konzentrationen 
gültig ist. Gewisse Abweichungen von diesem Gesetze konnten 
durch physikalische Analogien erklärt werden. Nach längerer 
Versuchsdauer (17 Stunden) gehorcht der Muskel dem Avoga- 
droschen Gesetze gar nicht mehr, dagegen lassen sich Über- 
einstimmungen mit dem Verhalten von Leimplatten nachweisen, 
ein Zeichen, daß sich der Muskel nunmehr als totes Kolloid 
verhält. 

Es sind schließlich die jüngst von Winterstein”) mit 
besonderer Methode ausgeführten Untersuchungen zu erwähnen. 
Um zu prüfen, ob die Quellung der Muskelsubstanz eine osmo- 
tische oder eine kolloidale Erscheinung sei, bedient er sich der 
Ausschaltung der Membrane durch Zerkleinerung und Zerrei- 
bung des Muskels mit Sand. Der durch Dekantieren des 
Sandes gewonnene Muskelbrei wird in Gazesäckchen einge- 
schlossen und zu Quellungsversuchen verwendet. Die Ergebnisse 
dieser Muskelbreiversuche sind insofern überraschend, als es 
sich herausstellt, daß die — sicher tote — Muskelsubstanz in 
dest. Wasser überhaupt nicht quillt. Es wurde stets eher eine 


1) Beutner, diese Zeitschr. 39, 1912. 

2) Meigs, Amer. Journ. of Physiol. 26. 

3) M. H. Fischer, Das Ödem. Steinkopff, Dresden 1910. 
4 Körösy, l.c. 

*) Winterstein, diese Zeitschr. 75, 1916. 
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Gewichtsverminderung beobachtet, während eine 5°/,ige NaCl- 
Lösung eine Gewichtszunahme von 11,3"', und eine »/,¿y-HCI- 
Lösung eine Gewichtszunahme von 6,7°/, des Muskelbreies ver- 
ursachte. — Weitere Versuche hat Winterstein zur Prüfung 
der Permeabilitätsverhältnisse angestellt. — Sein Verfahren be- 
steht darin, daß die Wasseraufnahme nicht im Muskel selbst 
gemessen, sondern die durch die Muskelmembrane hindurch er- 
folgende Wasserverschiebung ermittelt wird. Die zarten seitlichen 
Bauchmuskeln weiblicher Wasserfrösche werden über die offenen 
Enden von kleinen Glaszylindern von ca. 2 ccm Inhalt gebun- 
den, die mit der zu prüfenden Lösung bekannter Zusammen- 
setzung gefüllt und in die auf ihre osmotische Wirksamkeit zu 
untersuchende Lösung getaucht werden. — Die Zylinder werden 
vor und nach dem Versuche gewogen, das Gewicht des 
Zylinders und der Muskelmembran in Abzug gebracht. Durch 
entsprechende chemische Analyse kann auch der Inhalt des 
Zylinders nach dem Versuche quantitativ untersucht und ein- 
getretene Veränderungen ermittelt werden. Wie die aus Winter- 
steins Mitteilung entnommene Tabelle zeigt, steigt während 
des Versuchs die Salzpermeabilität allmählich, und sie ist von 
einer Steigerung der Wasserpermeabilitát begleitet. Durch 
diesen Versuch Wintersteins wäre die Theorie Fletchers 
experimentell bestätigt. 


Versuch vom 9. I. 16!). 


Zylinder mit 0,7°/,iger NaCl-Lösung gefüllt und in dest. Wasser getaucht. 
Drei unmittelbar aufeinanderfolgende Versuche von je einstündiger Dauer. 








| Nr. 1 | Nr. 2 | Nr.3 
0 o 














Wasseraufnahme .... o... . .. so | 119 8,9 
Salzabgabe‘ 3 1, 4 an. na a 4,3 | 5,4 8,8 
Endkonzentration des Zylinderinhaltes 0,62 | 0,59 0,52 


Die Permeabilität der Muskelmembran hört also nicht plötz- 
lich etwa mit dem Tode des Muskels auf, vielmehr wächst die 
Durchlässigkeit allmählich. Dieses durch Winterstein ge- 
fundene Resultat wurde seinerzeit auch von uns auf andere 
Weise erlangt. 


1) Winterstein, l.c. S. 68. 
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Fig. 1. Osmotische A des Muskels 
im Entquellungsstadium nach Austausch des 
Quellungswassers (bei dem Pfeile, s. Tab. XV). 


In Fig. I (Tab. 18, Anhang) ist eine Kurve aufgezeichnet, 
die in folgender Weise erhalten wurde. Ein frischer Frosch- 
muskel aus der Abduktorengruppe wurde in dest. Wasser ge- 
geben und der Eintritt der Entquellung abgewartet. Die Ent- 
quellung ist nach 1 Stunde 25 Minuten so weit vorgeschritten, 
daß ein weiteres Sinken der Kurve bis zu einer Stunde danach 
nicht mehr erfolgte, daher ein Gleichgewicht des Wassergehaltes 
eingetreten ist. Nach dieser Zeit (2*/, Stunden nach Beginn 
des Versuches) wurde die Außenflüssigkeit mit frischem dest. 
Wasser in der Erwartung versetzt, daß der Wassergehalt da- 
durch nicht mehr nennenswert beeinflußt wird. Es trat aber 
bereits nach 11 Minuten eine Gewichtszunahme von 16,7°/,, auf 
das Originalgewicht von 0,94 g des Muskels gerechnet, ein, die 
nach weiteren 10 Minuten auf das Gewicht vor dem Wasser- 
wechsel sank, um danach wieder um einige Prozente zuzunehmen; 
der Wassergehalt des Muskels hat also nach bereits erfolgter 
Entquellung dieselbe Veränderung durchgemacht, wie der in 
dest. Wasser frisch eingetauchte Muskel, nur sind die Schwan- 
kungen des Wassergehaltes im entquollenen Muskel etwas kleiner 
ausgefallen und die neuerliche Entquellung rascher eingetreten. 
Dieser Versuch zeigt nun, daß durch den Austausch der Außen- 
flüssigkeit eine neuerliche osmotische Wirkung ausgelöst werden 
konnte, mit anderen Worten, daß der bereits entquollene Muskel 
noch immer eine semipermeable Membran besitzt; er zeigt aber 
auch, daß die Permeabilitát größer geworden ist, da die Quel- 
lung und Entquellung rascher verlief als beim frischen Muskel 
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und die neuerliche Volumzunahme einen geringeren Grad er- 
reichte, obwohl dieser letzte Umstand auch auf die gegenüber 
dem ersten Quellungsversuch vorhandene relative Salzarmut des 
Muskelinnern zurückgeführt werden könnte. 

Gegenüber dieser Deutung der Befunde könnte nur ein 
Einwand erhoben werden. Sprechen wir von Permeabilität im 
allgemeinen, so denken wir gewöhnlich nur an den Zustand 
der Membran und vernachlässigen die innerhalb dieser Membran 
liegenden Umstände, d. h. setzen still voraus, daß die durch 
diese Membran gedrungenen gelösten Bestandteile keine Ände- 
rung erfahren. Jedoch ist diese stille Voraussetzung nur in- 
sofern berechtigt, als wir tatsächlich unter gleichen Versuchs- 
bedingungen arbeitend relative Werte anstreben. Bei einem 
Muskelquellungsversuch haben wir aber keine Garantie dafür, 
daß diese Bedingungen während der ganzen Versuchsdauer 
tatsächlich unverändert bleiben. Wir könnten uns vorstellen, 
daß die Salze des Muskelinnern oder ein Teil derselben zu 
Proteinen derartig gebunden sind, daß sie einen osmotischen 
Druck zwar ausüben, ohne sich jedoch von diesem Proteinver- 
band ohne Zutritt von Wasser loslósen zu können; m. a. W.: 
daß sie sich in einem nicht diffusiblen Zustande befinden und 
daß sie erst durch Zutritt des infolge ihrer osmotischen Wirk- 
samkeit eingedrungenen Wassers diffusibel werden. Unter diesen 
Umständen würde also die Entquellung keine Permeabilitáts- 
erhöhung der Muskelmembran, sondern eine Diffusibilitätser- 
höhung der gelösten Bestandteile bedeuten; ähnliche Bedenken 
hebt auch Beutner!) hervor. Wäre nun aber dies so richtig, 
so müßten salzhaltige Proteine auch ohne Membran eine Spur 
der Quellung-Entquellung aufweisen, was jedoch nicht der Fall 
ist. — Die Zerstörung der Membran nach Winterstein spricht 
auch gegen die Annahme, daß der Zustand der Salze einen 
wesentlichen Einfluß auf die Quellung-Entquellung haben könnte, 
obwohl uns diese Versuche wegen leichter Auflösung der Sub- 
stanz in der Außenflüssigkeit und dadurch erfolgter Substanz- 
verlust auf dem Wege der Diffusion, sowie Zersplitterung des 
Versuchsmaterials nicht absolut beweisend erscheinen. 

Werfen wir nun einen kurzen Rückblick auf dieses erste 


1, 10. 
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Stadium der Muskelquellung, so scheint uns sicherlich nachge- 
wiesen zu sein, daß es sich, was die Quellung selbst betrifft, 
um osmotische Wasseraufnahme handelt. Der Vorgang der 
Entquellung ist ebenfalls eine Folge des Ausgleiches osmotischer 
Potentialunterschiede zwischen Muskelinnerem und Außenflüssig- 
keit, bedingt durch Steigerung der Salzpermeabilität. 

Es handelt sich nun weiter darum, wie wir den nach der 
Entquellung eingetretenen, höchstens in wenigen Gewichts- 
prozenten sich ändernden Zustand beurteilen sollen. Die meisten 
Forscher stimmen darin überein, daß dieser Zustand eine 
kolloidale Quellung darstellt (Beutner, Körösy usw.) Es 
scheint Winterstein der einzige zu sein, der diesen Zustand 
als kolloidale Quellung in Abrede zu stellen versucht, wenig- 
stens ist dies aus seinen Muskelbreiversuchen unbedingt zu 
folgern. Es ist nun sehr schwer, ihm diesbezüglich beizustimmen, 
da seine Befunde mit unserem jetzigen Wissen in Widerspruch 
stehen. — Es ist allerdings nicht zu leugnen, daß eine Grenze 
zwischen osmotischer und kolloidaler Quellung nicht scharf ge- 
zogen werden kann, vielmehr gehen beide Zustände allmählich 
ineinander über. Die anfängliche osmotische Quellung-Entquellung 
macht vor allem einem osmotischen Gleichgewicht Platz, das 
durch das allmähliche Herausdiffundieren der Salze aus dem 
Innern des Muskels entsteht und durch die Konzentrations- 
verhältnisse derselben bestimmt ist. Es spielt aber gleichzeitig 
auch das kolloidale Quellungsgesetz eine Rolle, und wir haben 
daher ein Zwischenstadium mit einer osmotischen Latenz, in 
der zwar die Membran wenigstens teilweise erhalten ist, jedoch 
infolge des eingetretenen Gleichgewichtes keine Rolle mehr 
spielt. Der Wassergehalt wird nun im wesentlichen durch die 
Gesetze der Kolloidchemie bestimmt; die Wirkung der Membran 
kommt erst dann zum Ausdruck, wenn das osmotische Gleich- 
gewicht etwa durch Austausch der Außenflüssigkeit gestört 
wird. Selbstverständlich haben die gelösten Bestandteile, ihre 
Konzentrationsverhältnisse auch in diesem Gleichgewichtszustand 
einen Einfluß auf den Wassergehalt des Muskels, jedoch ist die 
Wasserverteilung keine rein osmotische mehr, sie ist vermutlich 
auch durch die Natur der anwesenden Kolloide bestimmt. Und 
genau so, wie die kolloidale Quellung einen strikten Zusammen- 
hang zwischen Salzen und Wassergehalt der Kolloide aufweist, 
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genau so vermag auch hier die, durch die Umstände des 
Quellungsversuches (z. B. Menge der zur Quellung verwendeten 
Flüssigkeit usw.) hervorgerufene Konzentration der gelösten 
Bestandteile auf den Wassergehalt des Muskels bestimmend zu 
sein. Daß diese Auseinandersetzungen der Tatsache entsprechen, 
zeigt unser folgender Versuch. Wir sind von der Überlegung 
ausgegangen, daß, wenn das Gleichgewicht nach der Entquellung 
durch osmotische Gesetze bestimmt ist, so muß eine gewisse 
Zeit nach dem Austausch oder Verdünnung der Außenflüssigkeit 
der Wassergehalt des Muskels sinken, da die Konzentration der 
gelösten Bestandteile dadurch vermindert und der auf den Muskel 
fallende Anteil geringer wird, wodurch eine Verminderung des 
Wassergehaltes eintreten sollte. Ist aber dieses Gleichgewichts- 
stadium im Grunde genommen eine kolloidale Wasserbindung, 
so muß nach der Verdünnung der Außenflüssigkeit — da die 
Salze im allgemeinen eine entwässernde Wirkung auf Kolloide 
ausüben — gerade das Entgegengesetzte: eine Wasseraufnahme 
des Muskels eintreten, da durch den Austausch der Salzgehalt 
des Muskels infolge neuerlicher Herausdiffusion vermindert wird. 
Der Versuch ist in Fig. 2 (Tab. XXXI und XXXII, Anhang) 
dargestellt. Es zeigt sich, daß während der Wassergehalt des 
Muskels infolge der Entquellung in stetem Abnehmen sich be- 
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NAME 
LADA AMM AA 
23 24 47Stunden : 
Fig. 2. Kolloidale Mehrquellung des ee nach 
Austausch des Quellungswassers (bei den Pfeilen, s 
Tab. XXXI und XXXII). 


findet, durch Wasseraustausch im Vergleichsmuskel der Wasser- 
gehalt zuerst rascher emporsteigt, um sodann dauernd ein 
höheres Niveau einzunehmen. Eine Andeutung desselben Vor- 
ganges ist übrigens auch aus dem in Fig. 1 dargestellten Ver- 
suche ersichtlich. 
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Es muß somit gegenüber Winterstein daran festgehalten 
werden, daß der Wassergehalt des Muskels nach der Entquellung 
und im Laufe derselben durch die Gesetze der Kolloide be- 
stimmt wird, wie es auch durch andere Forscher (siehe oben) 
aufgefaßt wird. 


Die Quellung verschiedener Muskelgruppen. 

Ich habe bereits darauf hingewiesen, daß ich im Gange 
meiner Untersuchungen auf manche Schwierigkeiten gestoßen 
bin, die mir sogar oft Bedenken bezüglich der Verwertung der 
Ergebnisse gemacht haben. Es lohnt sich, auf diese Schwierig- 
keiten näher einzugehen, da ihnen vermutlich ein physiologisches 
Gesetz zugrunde liegt. Es handelt sich vor allem darum, daß 
die Quellungen in Parallelversuchen recht unregelmäßig zu ver- 
laufen schienen. Diese Unregelmäßigkeit ist nicht nur auf die 
Zahlenwerte der Parallelversuche, vielmehr auf die ganze Form 
der erhaltenen Quellungskurven bezogen. Es hat nun Mühe 
gekostet, bis endlich auf Grund von Versuchen und Über- 
legungen die Ursachen dieses verschiedenen Verhaltens aufge- 
funden werden konnten. 

In Fig. 3 sind drei Kurven aufgezeichnet (Tab. IX bis XI, 
Anhang), die die zeitliche Quellung von drei verschiedenen 
Muskelgruppen desselben Individuums darstellen. Die Muskel- 
stücke sind keiner besonderen Vorbehandlung, Präparierung 
oder dergleichen unterzogen worden, es ist jeder Muskel mit 
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Fig. 3. Quellung verschiedener Muskelgruppen 
in Wasser. (S. Tabellen IX bis XII.) 
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seiner natürlichen Bindegewebshülle versehen, die absichtlich 
nicht verletzt wurde. Betrachten wir die Kurven der Fig.3 etwas 
näher, so ist an ihnen unzweideutig ersichtlich, daß gewisse 
aus dem Körper ganz frisch herausgeschnittene Muskel in dest. 
Wasser vor allem eine rasche Gewichtszunahme aufweisen, die 
sodann allmählich abnimmt, um bei einem gewissen Wasser- 
gehalt dauernd zu verbleiben. Andere Muskel zeigen diese 
rasche Gewichtszunahme nicht, sondern nehmen das Wasser 
allmählich auf. Nehmen wir verschiedene Muskel desselben 
Tieres, so ist auch die absolute Höhe der Wasseraufnahme ver- 
schieden. Es sind aber zuweilen nicht nur zwischen verschie- 
denen Muskelgruppen, sondern auch zwischen sonst kongruenten 
(symmetrischen) Muskeln desselben Frosches Unterschiede zu 
verzeichnen. Dieses verschiedene Verhalten kongruenter Muskel 
kann nun durch sorgfältiges, gleichmäßiges Präparieren und 
gleichmäßige Durchtrennung der Membran, wenn auch nicht 
ganz zum Schwund gebracht, so doch so weit gleichmäßig ge- 
staltet werden, daß eine Übereinstimmung zwischen zwei sym- 
metrischen Muskeln von demselben Frosche nunmehr möglich 
wird. Es ist diese Sorgfalt besonders dann dringend notwen- 
dig, wenn geringere Ausschläge im Wassergehalte erwartet oder 
gefunden werden, da sonst jeder Stützpunkt für die Richtigkeit 
der Kontrolle wegfällt; aber auch dann ist eine Schlußfolgerung 
nur aus mehreren einstimmigen Versuchen zu ziehen. 

Wenn wir eine physiologische Deutung der eigentümlichen 
Quellungsverschiedenheit der verschiedenen Muskelgruppen zu 
geben versuchen, so möge vorausgeschickt werden, daß wir 
dieses Gebiet nur streifen wollen. Es lag fern von unserem 
Ziele, auf die folgenden Erscheinungen näher einzugehen, und 
wir sind uns daher bewußt, daß die zu entwickelnden Folge- 
rungen einer weiteren systematischen Durcharbeitung bedürfen, 
ehe sie als physiologisches Gesetz betrachtet werden können. 

Die Erscheinung, daß der Gastrocnemius in unversehrtem 
Zustande eine von der übrigen Muskulatur verschiedene Kurve 
aufweist, ist eine durch äußere grobe Umstände bewirkte, da- 
her bedeutungslose Tatsache. Sie kann mit den allgemeinen 
Eigenschaften des Muskels nicht in Beziehung gebracht werden. 
Bekanntlich hat dieser Muskel eine besonders feste äußere 
Bindegewebshülle, und es lag daher nahe, seine atypische 


180 A. Belák: 


Quellung auf diesen Umstand zurückzuführen. Es wurde zu 
diesem Zwecke die Bindegewebshülle des Muskels dicht einge- 
schnitten und danach der Quellung ausgesetzt. Es stellte sich 
heraus, daß dieser Eingriff die ganze Form der Kurve um- 
gestaltet hat, so daß sie nunmehr die typische anfängliche 
Erhebung mit dem danach folgenden Sinken aufwies, also sich 
wie ein anderer Muskel diesbezüglich verhielt. Die Fig. 4 
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Fig. 4. Quellung des Gastrocnemius = verschiedener 
Behandlung in Wasser. (S. Tabellen VI, XXIX, XXX.) 


(Tab. VI, XXIX und XXX, Anhang) stellt Quellungskurven von 
verschieden behandelten Gastrocnemien dar, und es ist aus ihr 
das soeben Gesagte deutlich zu erkennen. 

Einen ähnlichen Versuch hat auch Körösy zur Prüfung 
des osmotischen Verhaltens der äußeren Muskelhülle des Gastro- 
cnemius angestellt. Aus seinen Zahlen läßt sich die folgende 
Tabelle zusammenstellen: 

Quellung des Froschgastrocnemius in 0,027 n-NaCl. 





Gewichtszunahme in °/, 


Intakter Muskel 1) j | Ausgeschnittener Muskel 2) 
Nach 

















1/, Stunde — 55 
1/, Stunde — 86 
1 Stunde 42,6 86 
2 Stunden 62,7 58 
14 Stunden 49,6 39 


Der ausgeschnittene Muskel hat also bereits nach einer 
Stunde sein Quellungsmaximum erreicht, während der intakte 


1) Lo. 8.158. 
2) Le. 8.169. 
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Muskel nachher noch Wasser aufnimmt. Sodann ist die Wasser- 
aufnahme bei dem ausgeschnittenen Muskel umfangreicher und 
die darauffolgende Wasserabgabe, die Entquellung, steiler. 
Zeichnen wir diese Zahlen in einer Kurve auf, so erhalten wir 
die von uns gefundene steile Wasseraufnahme beim ausge- 
echnittenen, gegenüber der langsamen Wasseraufnahme und lang- 
samen Wasserabgabe beim intakten Muskel. Körösy meint 
selber: „Nach diesen Versuchen scheint es also die ver- 
hältnismäßig große Widerstandsfähigkeit der äußeren Muskel- 
umhüllung des Muskels gegenüber dem Einflusse der umgeben- 
den Lösung möglich gemacht zu haben, die osmotischen Ver- 
hältnisse der Muskelquellung aufzuklären“. Sodann schreibt 
er weiter: „Über die Frage, ob sich auch die äußere Muskel- 
oberfläche wie eine semipermeable Membran verhält, sagen die 
Versuche nichts aus. Möglicherweise liegt der Isotoniepunkt 
für die Fasermembranen bei einer höheren Konzentration als 
für die äußere Muskelmembran.“ 

Meines Erachtens geben meine Versuche auf die Frage der 
Semipermeabilität der Bindegewebshülle und zwar in unserer Ge- 
staltung der zeitlichen Quellung doch einen Aufschluß. Die 
Hülle könnte ihre quellungshemmende Wirkung nur in zweierlei 
Weise entfalten, und zwar einmal dadurch, daß sie durch ihre 
Festigkeit die rasche Quellung mechanisch hindert, oder dadurch, 
daß sie im allgemeinen, aber speziell auch für Wasser weniger 
permeabel ist als das innere Membrangeflecht, die Fasermembran 
Körösys. Wenn wir aber in Betracht ziehen, daß bei An- 
wesenheit der groben Hülle, nicht nur die Quellung, sondern 
auch die Entquellung träger und unvollständiger vor sich 
geht, so ist kaum an anderes als an die geringere Wasser- 
permeabilität dieser Hülle zu denken. Dasselbe sagt ungefähr 
das Höherliegen des Isotoniepunktes der Fasermembran aus, 
da die äußere Muskelmembran wegen ihrer geringeren Wasser- 
permeabilität gegenüber verdünnteren Lösungen viel weniger 
empfindlich ist als die feine und leichter wasserpermeable 
Membranstruktur des Muskelinnern. Die außere Muskel- 
membran muß somit als eine semipermeable Membran, 
jedoch mit geringer Wasserpermeabilität, betrachtet werden. 

Es treten also nach Zerstörung der groben Bindegewebs- 


hülle auch beim Gastrocnemius feinere, durch die innere Mem- 
Biochemische Zeitschrift Band 83. 13 


182 A. Belák: 


branstruktur bedingte Membranwirkungen zutage, und es unter- 
scheidet sich dieser Muskel diesbeziiglich von anderen gar nicht. 
Betrachten wir jedoch die verschiedenen, ähnlich, d.h. von den 
äußeren groben Hüllen durch dicht geführte Einschnitte beraubten 
Muskeln näher, so stellen sich manche nicht zu verkennende 
Unterschiede bezüglich des Quellungsvermögens heraus. Da 
unsere Versuche im allgemeinen nicht darauf gerichtet waren, 
dieser Tatsache nachzugehen, so lassen sich aus den zahlreichen 
Versuchsreihen nur verhältnismäßig wenig solche finden, in 
welchen von demselben Frosche verschiedene Muskelgruppen 
der Wasserquellung unterworfen wurden. In noch geringerer 
Anzahl sind solche Versuche zu finden, die, bis zu 24 Stunden 
fortgesetzt, vergleichbare Werte verschiedener Muskelgruppen 
nach Ablauf dieser Zeit enthalten. Betrachten wir jedoch die 
Quellung verschiedener Muskel in den verschiedensten Stadien 
der Quellung und vergleichen Muskelgruppen aus demselben 
Frosche, oder rechnen Mittelwerte des Wassergehaltes aus einer 
größeren Anzahl, wenn auch nicht zusammengehöriger Muskel 
aus, so ergibt sich stets das gleiche Resultat, daß nämlich 
Muskel verschiedener Abstammung und verschiedener 
Funktion verschiedene Wassermengen aufnehmen. 

Beachten wir folgende Zusammenstellung, die die maxi- 
male Quellung der Abductorengruppe (Streckmuskel) und der 
dazu gehörigen Adductorengruppe (Beugemuskel) darstellt, so 
sehen wir, daß die Adductoren quellungsfähiger sind als 
die Abductoren. 


Quellungsmaxima verschiedener Muskelgruppen. 
Abductorengruppe. 


Das Maximum betrug in 
.16 (Tab. XII)  120,0%/, Gewichtszunahme; sie wurde erreicht in 32 Min. 


20( » XIX) 68,4 „ ” “ s » „23 
20( » XIX) 77,4 » ” ” ” ” n24 r 
21( Œ» XX) 85,0 „ ” ” ” ” » 24 
26( » XXIII) 121,7 » ” ” ” ” „61 
32( » XXVI) 99,1 » ” ” ” ” „75 » 


Im Mittel  95,2%/, Gewichtszunahme; sie wurde erreicht in 40 Min. 
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Adductorengruppe. 


Das Maximum betrug in 
Vers.16(Tab. XIII) 123 %/ Gewichtszunahme; sie wurde erreicht in 30 Min. 


» 20( » XIX) 91 » ” ” ” ” "25 » 
» 21( » XX) 99 » » ee; ” "45 » 
» 26( » XXIII) 132,5 » “ “ » ” “39 » 
» 32( » XXVI) 132,0 » ” 5a y S “72 » 





Im Mittel 115,5°/,Gewichtszunahme; sie wurde erreicht in 42 Min. 


Das Quellungsmaximum der Adductorengruppe beträgt im 
Mittel 115,5°/, Gewichtszunahme, während das der Abductoren- 
gruppe nur 95,2°/, erreicht; dieses Maximum wird in beiden 
Fällen nach derselben Zeit erreicht. Eine weitere, ähnliche 
Tabelle zeigt das Quellungsvermögen des von der groben Hülle 
befreiten Gastrocnemius im Vergleich mit den zusammen- 
gehörigen Abductoren. 


Quellungsmaxima verschiedener Muskelgruppen. 


Abductorengruppe. 


Das Maximum betrug in 
Vers.37 (Tab. XXVII) 96,7°/, Gew.-Zunahme; sie wurde erreicht in 53 Min. 


38( =- XXVIII) 100,6 » ” oo. “ “24 » 
41( + XXIX) 83,0 » ” “ 1 ” = 24 
13( » XXX) 1014» ñ NA ” «84 
Im Mittel  95,4%/,Gew.-Zunahme; sie wurde erreicht in 33,7 Min. 
Gastrocnemius. 
Vers.37 (Tab.XXVII) 75,0°/, Gew.-Zunahme: sie wurde erreicht in 57 Min. 

38( ~ XXVIII) 76,6 - “ “ ” ” = 34 
41( » XXIX) 583» “ on ” = 28 

„n 43(» XXX) 954» r m „#88 


Im Mittel  76,5%/, Gew.-Zunahme; sie wurde erreicht in 38,7 Min. 


Es zeigt sich, daß der Gastrocnemius noch geringer und 
auch träger quillt als die Abductoren. Die maximale Wasser- 
aufnahme der Abductoren betrug im Mittel 95,4°/, des An- 
fangsgewichtes, und sie wurde in 33,7 Min. erreicht, dagegen 
ist der Gastrocnemius nur bis zu 76,2%/, Wasseraufnahme ge- 
kommen und erreichte dies erst in 38,7 Minuten. 

Ein Vergleich nach ca. 6 bis 8 Stunden Quellung führt 
zu demselben Resultat: 

13* 
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Vers.26 (Tab. XXIII): Abductor nach 6 St. 50 Min. Gew.-Zunahme 76,1%/, 


Adductor ” 6» 50 n ” 86,1 » 
» 32( y XXVI): Abductor » 7T» 3D » ” 72,9 y 
Adductor n 71925 $” ” 95,6 = 
» 37( » XXVII): Abductor n 843 » ” 62,7 » 
Gastrocnemius » 8 » 43 » ” 47,0 = 
n 381 » XXVIII): Abductor » 8&8» 45» ” 45,2 $ 
Gastrocnemius » 8 » 45 » ” 38,6 = 


Es wird betont, daß alle diese Zahlen von Versuchen ent- 
nommen wurden, in denen die äußere Bindegewebshülle zer- 
stört wurde. Trotzdem könnte gegen sie der Einwand erhoben 
werden, daß die quellungshindernde Wirkung dieser Hülle in- 
folge mangelhafter Zerstörung derselben für die Verschiedenheit 
dieser Zahlen verantwortlich wäre. Es wurden daher die Re- 
sultate von einigen 24 Stunden lang geführten Versuchen zu- 
sammengestellt. Nach dieser Zeit haben wir wirklich keinen 
Grund mehr anzunehmen, daß die Quellung durch die bereits 
am Anfang zerstörte Bindegewebshülle gehindert wird. Mangels 
entsprechender Versuche mit von demselben Individuum stam- 
menden Muskeln wurden Mittelwerte der Wasseraufnahme von 
Muskeln verschiedener Herstammung ausgerechnet. 


Wasseraufnahme von verschiedenen Muskelgruppen 
nach 17 bis 24 Stunden. 


Abductoren: 

Vers. 13 (Tab. VID ..... 45,4%, 
» 13(» VID. .... 580» 
» 13(» VID. .... 531» 
» 16(» XD) ..... 647» 
» 24(» XXD).....633» 
» 382 (» XXVI) .... 694» 
» 37(» XVID.... 672» 


» 38(» XXVII) .„.. 445» 
Im Mittel 58,2%, 


Adductoren: 
Vers. 16 (Tab. XII). . . . . 78,2%, 
„ 29( » XXXIII) cc. . 5377n 
» 32 (» XXVI) .... 878n 
» 39(» XXII .... 535» 


Im Mittel 68,3°/ 
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Gastrocnemius: 
Vers. 37 (Tab. XXVII) . . . 54,7%, 
» 38 (» XXVIII). .. 371» 
” Yh "VD 2:00). 88 
a LAD WI eo aAa 


Im Mittel 44,3%, 


Wir sehen aus dieser Zusammenstellung das erwähnte Ver- 
halten verschiedener Muskelgruppen wiederkehren. Die Adductoren 
sind auch nach 20 bis 24 Stunden um etwa 10°/, mehr gequollen 
als die Abductoren, und die Gastrocnemien bleiben um weitere 
10 bis 12°/, der Wasseraufnahme hinter den Abductoren. Das- 
selbe Verhältnis stellt sich aus der Betrachtung der zusammen- 
gehörigen Muskeln der obigen Zusammenstellung in den Ver- 
suchsreihen 16 und 32 zwischen den Abductoren und Ad- 
ductoren, sowie aus den Versuchsreihen 37 und 38 zwischen 
den Abductoren und Gastrocnemien heraus. 

Ein weiterer Beweis dieser Tatsache wurde dadurch ge- 
führt, daß in einer Versuchsreihe die Muskeln der Binde- 
gewebshülle vollständig beraubt wurden. Die Hülle wurde 
mit einem Längsschnitt durchschnitten und die Muskelsubstanz 
von der Hülle mit einem Skalpell abgeschabt. Dieser Muskel 
war also vollständig frei von jeglicher mechanisch quellungs- 
hindernden Einhüllung, und seine Quellung muß somit durch 
die Struktur und andere spezifische Eigenschaften des inneren 
Membrangeflechtes bestimmt sein. Dieser Versuch (Vers. 49, 
Tab. XXXI, XXXIT, XXIV) stimmt in seinen Ergebnissen mit 
den vorigen überein, nur ist in ihm eine gesonderte Stellung 
des Gastrocnemius aufzuzeichnen, indem die Quellbarkeit des- 
selben zwischen der der Abductoren- und Adductorengruppe 
steht. In diesem Versuch nahm der Wassergehalt beim Ab- 
ductor in 24 Stunden um 51,6%/, (Kontrolle 50,7°/,), in 
48 Stunden um 44,8°/,; beim Adductor nach 24 Stunden um 
69,5%/, (Kontrolle 75,9°/,) und in 48 Stunden um 58,8°/,; 
beim Gastrocnemius nach 24 Stunden um 64,8°/, (Kontrolle 
58,7%/,) und nach 48 Stunden um 57,2°/, zu. 

Unsere Befunde deuten nun darauf hin, daß sich ver- 
schiedene quergestreifte Muskelgruppen eines und desselben 





1) Bindegewebshülle nicht zerstört. 
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Individuums bezüglich ihrer Quellung verschieden verhalten. 
Diesen Befund konnten wir in der Literatur in dieser Form 
nicht wiederfinden. Es fehlt jedoch nicht ganz an Beobach- 
tungen, welche die Spezifizität der Muskelquellung in weiterem 
Sinne beweisen. Man findet bei Fletcher einen Hinweis dar- 
auf, daß der Sartorius eine andere Quellungskurve hat als der 
Gastrocnemius, er hat aber diesem Befunde keine weitere Auf- 
merksamkeit geschenkt. Sodann hat Meigs!) die Beobachtung 
gemacht, daß die glatte Magenmuskulatur des Frosches und 
der Schließmuskel der Schnecke sich in verschiedenen Lösungen 
ganz anders verhalten als die quergestreiften Muskeln des 
Frosches. — Es war anscheinend Gröber?) der erste, der den 
zeitlichen Ablauf der Muskelquellung zur Erklärung der Muskel- 
contraction herangezogen hatte. Er hat auch feststellen können, 
daß bei der Quellung gesunder Organe menschlicher Leichen 
in Säuren zwei Arten von Kurven erhalten werden. Die viel 
Bindegewebe enthaltenden Organe zeigen einen raschen Anstieg 
und besitzen eine geringe Neigung zur Umkehr; eine zweite, 
hauptsächlich von parenchymatösen Organen dargestellte Gruppe 
zeigt einen langsamen Anstieg, der bald eine Umkehr er- 
leidet. Weitere von Arnold?) ebenfalls an menschlichen 
Muskeln ausgeführte Versuche zeigen nun, daß die Quel- 
lungskurven verschiedener Muskelarten in die erwähnten zwei 
Gruppen einzuteilen sind, daß namentlich sich die Skelett- 
muskeln wie die bindegewebigen Organe, der Herzmuskel und 
Uterusmuskel dagegen wie parenchymatöse Organe verhalten. 
Versuche am Hund und Kaninchen zeigten eine abweichende 
zeitliche Quellung von der der menschlichen Organe. Auf 
Grund seiner Überlegungen kommt Arnold zu dem Schlusse, 
daß die Verschiedenheit der zeitlichen Quellung verschiedener 
Muskelarten nicht im Gehalte an Bindegewebselementen, son- 
dern in der Natur des Sarkoplasmas begründet sei. — Auf 
Grund des Gesagten kann nun die Vermutung ausgesprochen 
werden, daß die Unterschiede in der Quellbarkeit oder der 


1) E. B. Meigs, Journ. of experim. Zool. 13, 1912; Journ. of Biolog. 
Chem. 17, 1914. — Zitiert nach Körösy, l. c. 

2) Gröber, Münch. med. Wochenschr. 1912. — Vortrag auf der 
Naturforscherversammlung zu Münster 1912. Zitiert nach Arnold. 

3) Arnold, Kolloidchem. Beihefte 5, 1914. 


Muskelquellung speziell unter Wirkung des Coffeins. 187 


Permeabilitätsverhältnisse (s. weiter unten) auch zur Charak- 
terisierung der Rassen herangeholt werden können. 

Haben wir nun die Berechtigung dazu, die erhaltenen 
Quellungswerte für verschiedene Muskelgruppen als spezifisch 
gegenüber anderen aufzufassen, so ist dieser Umstand physio- 
logisch nicht uninteressant und zu weiterer Bearbeitung an- 
segend. Wir wollen auf diese Beziehungen jetzt nicht näher 
eingehen, es kann aber bei der Besprechung dieser Frage nicht 
vorübergegangen werden, ohne auf die Aussichten, die sich 
für derartige Untersuchungen bieten, einen kurzen Blick zu 
werfen, da sie physiologisch unaufgeklärte Gebiete streifen. 
Wir sind längst im Besitze mancher Kenntnisse bezüglich ver- 
schiedenen Verhaltens der verschiedenen Muskeln; diese sind 
meist auf die Zusammensetzung der Muskeln aus roten und 
weißen Fasern bezogen. Wir wissen, daß die langsam con- 
trahierenden roten Muskeln weniger erregbar sind, daß ihre 
Zuckungskurve träger verläuft als die der sich rascher con- 
trahierenden weißen Muskeln. Letztere bedürfen zur Tetani- 
sierung einer raschen unterbrochenen Reizung und enthalten 
mehr Trockensubstanz als die zu trägeren Bewegungen be- 
stimmten Muskeln [Danilewsky?*)]; es könnte nun zu diesen 
und ähnlichen Beobachtungen noch die Verschiedenheit der 
Quellbarkeit treten. Es mag nun sein, daß Winterstein die 
Muskelsubstanz als überhaupt nicht quellungsfähig betrachtet, 
um so mehr werden Quellungsversuche, durch welche die innere 
Membranstruktur des Muskels sozusagen quantitativ nachweis- 
bar wird, an Bedeutung für die Muskelphysiologie gewinnen. 
Setzen wir Uranos’) Befund, daß der Muskelpreßsaft einen 
weit höheren osmotischen Druck hat als das zugehörige Blut- 
plasma (Gefrierpunkt des Froschmuskelpreßsaftes — 0,620, der 
des Blutplasmas — 0,44°) in Einklang mit der Bedeutung der 
Membrane für die Muskelquellung, so drängt sich ein Hinneigen 
zu einer Permeabilitätstheorie der Muskelcontraction 
von selber auf. Es könnte dann die contractile Substanz als 
bewegendes Moment für die Muskelcontraction überhaupt weg- 
fallen, sie würde einfach eine Substanz darstellen, welche unter 


- 


1) Danilewsky, Zeitschr. f. physiol. Chem. 7, 18 
2) Urano, Zeitschr. f. Biol. N. F. 32, 1908. 
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gewissen Umständen einer Wasseraufnahme fähig ist. Die 
Muskelmaschine wäre sodann durch osmotische Kräfte getrieben, 
deren Wirkungsgrad durch die als Ventile dazwischengeschalteten 
Membranen bestimmt und geregelt wird. 


Die Quellung des Froschmuskels in Coffeinlösungen. 


Muskelquellungsversuche in Coffeinlósungen wurden meines 
Wissens noch nicht ausgeführt. Es sind dagegen mehrere das 
Verhalten der Muskelsubstanz in Coffeinlösungen behandelnde 
Abhandlungen bekannt. Da dieselben sich eher mit histo- 
logischen oder physiologischen Prozessen beschäftigen, wollen 
wir auf die Aufzählung derselben verzichten und begnügen 
uns damit, zu erwähnen, daß in diesen verschiedenen Arbeiten 
häufig über schon eventuell makroskopisch wahrnehmbare, in 
das Quellungsgebiet hingehörige Veränderungen, und zwar 
Schrumpfungen, gesprochen wird. Die nach konzentrierten 
Coffeininjektionen lokal hervorgerufenen mikroskopischen Ver- 
änderungen weisen eine Faltenbildung des Sarcolemmas auf 
(Secher). Ein in Coffein geworfener Muskel erscheint bald 
opak, hart, verkürzt. Dieser Zustand der Coffeinstarre hat 
u.a. Anlaß zum Vergleiche zwischen Totenstarre, Wärmestarre 
und chemischer Starre gegeben. Uns interessieren diesbezüglich 
vor allem die Untersuchungen und Überlegungen von O. v. Fürth 
und E. Lenk') die bei der Besprechung der Beziehungen 
zwischen den soeben erwähnten Formen der Starre auch auf 
die chemische Starre des Muskels durch Muskelgifte ihre Be- 
trachtungen ausdehnen. Ohne aúf die von den genannten 
Forschern vertretene Auffassung näher eingehen zu wollen, 
muß soviel erwähnt werden, daß sie für den Eintritt der 
Totenstarre die Quellung, für die Lösung dieser Starre die 
mit der Koagulation der Muskeleiweißkörper einhergehende 
Entquellung verantwortlich machen. Bezüglich der chemi- 
schen Starre unterscheiden sie zwischen einer Koagulations- 
starre, die nicht mit Quellung verbunden ist (Rhodannatrium, 
salicylsaures Natrium) und zwischen einer chemischen Starre 
(Veratrin, Coffein, Chinin, monobromessigsaures Natrium, Fluor- 
natrium), die genau so wie die Totenstarre mit einer Quel- 


1) Diese Zeitschr. 33, 1911. 
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lung einhergehen soll. Als wesentlich betrachten die For- 
scher die quellungsfördernde Rolle der postmortalen Milchsäure- 
bildung und glauben, daß die erwähnten Substanzen „befähigt 
sein müssen, den so labilen Mechanismus der postmortalen 
Säurebildung prompt auszulösen und so eine Quellungsstarre 
einzuleiten“. Diese Vermutungen sind nun in der Arbeit ex- 
perimentell nicht begründet und erweckten daher eine An- 
regung zur versuchsmäßigen Untersuchung der Frage. 

Es geht schon aus allen Untersuchungen über die Coffein- 
wirkung hervor, daß es bei der Beurteilung der experimentellen 
Befunde im wesentlichen auf die Konzentration des Coffeins 
ankommt. Es wurden daher Quellungsversuche mit verschieden 
konzentrierten Coffeinlösungen ausgeführt. Die größte Kon- 
zentration war eine 0,5°/ ‚ige Lösung von Coffeinum purum 
Merck. Es wurden sodann weiter Versuche mit 0,25, 0,1, 
0,05 °/,igen Lösungen mit der auf S. 169 beschriebenen Methodik 
gemacht. Wir wollen wegen Zweckmäßigkeit der Besprechung 
unserer Ergebnisse mit den an 0,1°/,igen Lösungen ausgeführten 
Versuchen beginnen. 


Que llungsversuche mit einer 0,1°/,igen Coffeinlósung. 
Der in Fig. 5 (Tab. XII) dargestellte Versuch ist aus einer 
Reihe (zusammen 4) von mit 0,1°/ iger Coffeinlósung ausgeführten 
Versuchen herausgegrif- 
fen. Die zahlenmäßigen, 
einstimmigen Resultate 
dieser Versuche sind im 
Anhang in den Tabel- 
len II, IV, IX, XII mit- 
geteilt. Diese heraus- 
gegriffene Kurve zeigt 
am auffälligsten, was 
wir über die Wirkung 
des Coffeins auf die 
Quellung des Frosch- 
muskels sagen wollen. Fig. 5. Quellung des Froschmuskels in einer 
Es sind zwei vollkom- 0,1°/,igen Koffeinlösung. (S. Tab. XII.) 
men kongruente Mus- 
keln aus der Abductorengruppe des Oberschenkels von dem- 
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selben Frosche; die Bindegewebshiille des Muskels wurde durch 
dicht geführte Einschnitte zerstört. Das Gewicht des Coffein- 
muskels war 1,085 g und das des Wassermuskels 1,171 g; sie 
sind also praktisch gleichwiegend. Der eine Muskel wurde mit 
0,1°/,igem Coffein, der andere mit ebensoviel (20 ccm) Wasser 
übergossen. 

Die Kurve sagt nun aus, daß die Wasseraufnahme 
aus der Coffeinlösung rascher und ergiebiger vor sich 
geht als die Wasseraufnahme aus dem destillierten 
Wasser; dementsprechend gibt der Coffeinmuskel das 
Wasser auch rascher und ergiebiger ab als der Wasser- 
muskel. Daß die Wasseraufnahme rascher erfolgt, geht dar- 
aus hervor, daß die Anfangsteile beider Kurven divergieren 
und daß der zur Ordinate näher gelegene Arm, der steilere 
Kurventeil, durch die Coffeinkurve dargestellt wird. Daß die 
Wasseraufnahme im Coffeinmuskel auch absolut größer ist, 
sagt die maximale Höhe der Coffeinkurve gegenüber der 
Wasserkurve aus. Dasselbe läßt sich aus der Tab. XII ent- 
nehmen, da wir sehen, daß das Maximum der Wasseraufnahme 


aus Coffein (= 132%/,) . . . . in 10 Min. 
aus dest. Wasser (= 120°/,) . . in 30 Min. 


erreicht wird. Tragen wir die in den Tab. II, IV, IX ver- 
zeichneten Werte in der gleichen Weise in ein Koordinaten- 
system auf, so bekommen wir mehr oder weniger dieselbe 
Gestalt der Kurven heraus; und betrachten wir die Maxima 
der Wasseraufnahme wie oben, so gelangen wir zu folgenden 
Zahlen: 

Das Maximum der Wasseraufnahme wird erreicht 


in Vers. 4 (Tab. II): Aus Coffein (= 100°/,) in 30 Min. 


Wasser (= 92») “ 72 » 
6(* IN: » Coflin (= 94») » 35 
= Wasser (= 92») » 50 
15(» IX): =~ Coffein (= 88») » 20 


» Wasser (= 106 r) » 55 
Also bloß im zuletzt erwähnten Versuch 15 ist das Maxi- 
mum der Wasseraufnahme aus Coffein absolut niedriger als die 


Wasseraufnahme aus dest. Wasser, die Geschwindigkeitsdifferenz 
bleibt aber auch hier bestehen, da das Maximum zeitlich früher 
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beim Coffeinversuch erreicht wird und die Wasseraufnahme 
wenigstens am Anfang des Versuches ungefähr proportional 
mit der Zeit verläuft. Es muß aber bemerkt werden, daß die 
Bindegewebshülle in diesem Versuche nicht zerstört wurde 
(s. Fig. 3). 

Wir haben hier somit zwei verschiedene Faktoren der 
Wasseraufnahme zu berücksichtigen, einen Zeitfaktor und einen 
Intensitätsfaktor. Die Wasseraufnahme erfolgt vor allem rascher 
aus der Coffeinlösung als aus dem dest. Wasser. Da es sich 
um vollkommen homologe Muskeln handelt, bei denen also 
keine wesentlichen Unterschiede im chemischen und struk- 
turellen Aufbau, die sonst die Wasseraufnahme beeinflussen 
könnten, bestehen, so kann diese Erscheinung nur darauf zu- 
rückgeführt werden, daß sich dem Wassereintritte in die 
Muskelsubstanz in Anwesenheit des Coffeins geringere Hinder- 
nisse bieten als in Abwesenheit desselben. Dies bedeutet so- 
viel, daß durch das Coffein in dieser Konzentration 
die Wasserpermeabilität des Muskels gesteigert wird. 

Dasselbe ist aus den Versuchen von Henze!) zu folgern. 
Henze untersuchte auf Straubs Anregung die chemischen 
Demarkationsströme des Froschmuskels und fand u. a, daß 
das Coffein von einer 0,085°/,igen Konzentration aufwärts 
Demarkationsströme hervorruft, die um so rascher die durch 
das Durchschneiden des Muskels bestimmbare maximale Strom- 
entwicklung erreichen, je konzentrierter die Coffeinlösung ge- 
wählt wurde. Da die Entstehung dieser bioelektrischen Ströme 
auf eine Permeabilitätsänderung der Muskelmembran zurück- 
zuführen ist, so weisen auch diese Versuche auf eine durch 
das Coffein hervorgerufene Permeabilitätserhöhung des Muskels 
hin. Aus unseren früheren Darlegungen über die verschiedene 
Quellbarkeit physiologisch verschiedener Muskelgruppen kann 
darauf geschlossen werden, daß diese Muskelgruppen eine ver- 
schiedene Wasserpermeabilität aufweisen; es ist nun wahr- 
scheinlich, daß die verschiedenen Rassen und verschiedene 
Zustände einer und derselben Rasse ebenfalls durch die Ver- 
schiedenheit der Permeabilitätsverhältnisse charakterisiert wer- 
den können. In der Literatur sind nun tatsächlich Belege 


1) Henze, Arch. f. d. ges. Physiol. 92, 451, 1902. 
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dafür aufzufinden. So gibt z.B. Henze an, daß Esculenten 
einen geringeren Coffeindemarkationsstrom liefern als Tempo- 
rarien, und daß eine Coffeinkonzentration, die den Winter- 
sartorius unbeeinflußt läßt, im Sommersartorius einen ansehn- 
lichen Strom hervorruft. Weiter führen Jakoby und Golo- 
winski!) den interessanten Befund, daß es viel stärkerer 
Coffeinlösungen bedarf, um in einem Esculentenmuskel einen 
körnigen Niederschlag hervorzurufen, als im Temporariamuskel, 
ebenfalls auf Permeabilitätsunterschiede zurück. 

Im Durchschnitte ist bei den Coffeinquellungen auch der 
Intensitätsfaktor, die absolute Höhe der maximalen Wasser- 
aufnahme, größer als bei den Wasserquellungen. Von 4 Ver- 
suchen ist das Coffeinmaximum ein einziges Mal unter dem 
Wassermaximum geblieben, in den übrigen 3 Versuchen betrug 
das Plus der Wasseraufnahme 2 bis 12°/, zugunsten der 
Coffeinquellung. Eine größere Bedeutung kann jedoch diesem 
Befunde nicht zugeschrieben werden, da er sich als nicht kon- 
stant erwies und da die Mehrquellung in den Coffeinlösungen 
häufig innerhalb der Fehlergrenzen liegt. Es wäre demnach 
bedenklich, diese jedenfalls vorhandene Tendenz der Mehr- 
aufnahme aus dem Coffein unbedingt auf dasselbe zurück- 
zuführen; es könnte sein, daß sie nur eine Folge der Wasser- 
permeabilitätssteigerung darstellt, indem durch die rascher er- 
folgende maximale Wasseraufnahme kürzere Zeit den Salzen 
zum Herausdiffundieren zur Verfügung steht, und somit die 
Mehraufnahme durch ihre reichlichere Anwesenheit in der 
Maximalquellung bedingt ist. Im allgemeinen gewinnt man 
den Eindruck, daß, je rascher ein Muskel den maximalen 
Wassergehalt erreicht, um so höhere Werte auch die absolute 
prozentuelle Wasseraufnahme erreichen kann. 

Betrachten wir nun den weiteren Verlauf der Coffein- 
quellungskurve, so sehen wir, daß dieselbe sowohl in dem in 
Fig. 5 dargestellten wie auch in den übrigen Versuchen steiler 
abfällt als die entsprechende Wasserkurve. Es kommt dadurch 
zu einer typischen Kreuzung der Coffein- und der Wasser- 
kurve, und zwar in dem Sinne, daß die anfangs steilere und 


1) Jakoby und Golowinski, Arch. f. experim. Pathol. u. Phar- 
makol. 59, Suppl. S, 286, 1908. 


Muskelquellung speziell unter Wirkung des Coffeins. 193 


der Ordinate näher gelegene Coffeinkurve die dazugehörige 
Wasserkurve schneidet und unter sie gelegen kommt. Die 
Kreuzung erfolgt ziemlich gleichmäßig in 30 bis 60 Minuten 
nach dem Beginn des Versuches. Im weiteren Verlaufe erfährt 
die Coffeinkurve zur Wasserkurve keine wesentliche Verlagerung 
mehr, indem die Coffeinkurve stets unterhalb der Wasserkurve 
liegt. Der Unterschied des Wassergehaltes ist 1 bis 2 Stunden 
nach der Kreuzung der Kurven am größten, um sich dann 
allmählich zu vermindern. Die Verminderung kommt dadurch 
zustande, daß die Entquellung der Wassermuskeln weiter vor 
sich geht, während die Coffeinmuskeln nach der anfänglichen 
rascheren Entquellung nur geringere Mengen Wasser abgeben. 
Nach einiger Zeit, ca. 20 bis 21 Stunden, treten die Kurven 
ganz nahe zueinander, es bleibt aber ein Unterschied zwischen 
Coffein- und Wassermuskel weiter bestehen, indem der Coffein- 
muskel stets wasserärmer ist. So haben wir z. B. im Moment 
der Unterbrechung des Versuches: 
In Vers. 15 (Tab. IX) 
nach 6 St. 18 Min. Gewichtszunahme im Coffeinmuskel 49,4°/, 
” 6518 » ” » Wassermuskel 57,6 » 
In Vers. 6 (Tab. IV) 
nach 19 St. Gewichtszunahme im Coffeinmuskel 68,0%/, 
» 19 » ” » Wassermuskel 77,0 » 
In Vers, 4 (Tab. II) 
nach 17 St. Gewichtszunahme im Coffeinmuskel 65,4°/, 
n 17 y ” » Wassermuskel 67,8 » 
In Vers. 16 (Tab. XII) 
nach 21 St. Gewichtszunahme im Coffeinmuskel 64,8%, 
n 2in ” » Wassermuskel 64,7 » 


Das Coffein hat also auf den späteren Verlauf der Quellung 
insofern einen Einfluß, als die Entquellung gefördert wird und 
der Muskel an seiner Wasseravidität einbüßt. Diese Erscheinung 
steht mit der Steigerung der Wasserpermeabilität am Anfang 
des Versuches in völligem Einklang. Dieselbe Wirkung, die 
zu einer rascheren Wasseraufnahme führt, bewirkt auch die 
raschere Wasserabgabe. Wir haben somit auch im zweiten 
Abschnitt unseres Versuches, im Entquellungsstadium, mit einer 
erhöhten Permeabilität zu tun. Mit diesen Versuchen bleibt 
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es natürlich unentschieden, ob mit der Wasserpermeabilitát 
auch die Salzpermeabilität gesteigert wird, wir sind aber ge- 
neigt anzunehmen, daß in Anwesenheit des Coffeins auch die 
Salze leichter die Membran passieren, wenigstens ist aus der 
Beschleunigung der Entquellung darauf zu schließen, da diese, 
wie wir gesehen haben, durch die Herstellung des osmotischen 
Gleichgewichtes, also durch das Herausdiffundieren der Salze 
aus dem Muskelinneren erklärt wird. Die Beschleunigung 
der Entquellung macht es also wahrscheinlich, daß 
durch das Coffein auch die Salzpermeabilität ge- 
steigert wird. 

Wenn es uns nun auf einfache Weise und unseren früheren 
Auseinandersetzungen entsprechend gelungen ist, die Coffein- 
wirkung mit der Permeabilitätstheorie der Muskelquellung in 
Einklang zu bringen und sie damit zu erklären, so tauchen 
später doch Erscheinungen auf, die wir nicht imstande sind, 
auf die Durchlässigkeit der Muskelmembran zurückzuführen. 

Unserem ursprünglichen Ausgangspunkt entsprechend 
forschten wir der Frage nach, inwieweit durch Coffein die 
Wasserbindungsfähigkeit der Muskelsubstanz beeinflußt werden 
kann. Es ist klar, daß das erste Stadium der Quellung, die 
stürmische Wasseraufnahme, wenig Licht auf etwa vorhandene 
Zustandsänderung oder dergleichen die Wasserbindung för- 
dernde oder verhindernde Eigenschaften des Muskels zu werfen 
vermag, da dieselben neben den osmotischen Vorgängen ver- 
schwinden und durch sie verschleiert werden können. Wir 
haben zwar gefunden, daß die Coffeinquellungswerte mit einem 
kleinen Prozentsatz höher lagen als die Wasserquellungswerte, 
jedoch schrieben wir dieser Mehraufnahme keine besondere 
Bedeutung zu. Um nun unseren Voraussetzungen näherzutreten, 
haben wir einige Versuche unter Vermeidung der anfänglichen 
stürmischen Wasseraufnahme in der Weise ausgeführt, daß wir 
nach Abklingen der Entquellung, also gewissermaßen im os- 
motischen Gleichgewicht, das Wasser mit Coffeinlósung aus- 
getauscht haben. 

In Fig. 6 (Tab. XV, XVI) ist eine Kurve dargestellt, die 
den Verlauf der Gewichtsschwankungen der Muskeln nach Aus- 
tausch des Quellungswassers gegen 0,1°/ ‚ige Coffeinlösung und 
die entsprechende Kontrolle veranschaulicht. Es sind die 
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Fig. 6. Mehrquellung des Muskels nach Austausch des Quellungswassers 

gegen eine 0,1°/,ige Coffeinlösung (Kurve 1, Tab. XVI) und gegen frisches 

Wasser (Kurve 3, Tab. XV). Kurve 2 und 4 sind die entsprechenden 
Wasserkurven. 


Kurven 1 und 2, 3 und 4 untereinander zu vergleichen, da 
sie aus kongruenten Muskeln stammen. Der Austausch erfolgte 
2 St. 30 Min. nach Beginn des Versuches und ist mit einem 
Pfeile angezeigt. Bis zum Pfeile quollen alle 4 Muskel in 
dest. Wasser. Dann wurde das Wasser in Kurve 1 mit einer 
0,1°/ igen Coffeinlösung, in Kurve 3 mit dest. Wasser versetzt, 
während in Kurven 2 und 4 das ursprüngliche Quellungswasser 
belassen wurde. 

Aus den Kurven ist deutlich zu sehen, daß der Austausch 
der Quellungsflüssigkeit in beiden Fällen eine rasch zurück- 
gehende Gewichtszunahme des Muskels verursacht, es ist aber 
auch der Unterschied zwischen der Wirkung des Coffeins und 
des neuen Wassers zu sehen. Der Coffeinmuskel nimmt ab- 
solut mehr an Gewicht zu als der Wassermuskel, sinkt aber 
rasch unter die entsprechende normale Wasserkurve, während 
der Wassermuskel langsamer sein zugenommenes Gewicht ver- 
liert und nachher weit oberhalb der entsprechenden normalen 
Wasserkurve verläuft. — In diesem Versuche haben sich also 
die bereits beschriebenenen Vorgänge mit dem Unterschiede 
wiederholt, daß die erreichten absoluten Gewichtszunahmen 
einen geringeren Betrag erreichten und daß die Entquellung 
rascher vor sich ging als bei den Quellungsversuchen mit in- 
takten Muskeln. Wenn wir nun bedenken, daß die Muskel- 
membranen nach 2 bis 3 Stunden noch nicht ganz zerstört 
sind, daß sie aber durch die vorausgegangene Wasserquellung 
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permeabler geworden sind, so scheint uns der Versuch die 
Antwort auf unsere Fragestellung, die kolloidale Wasserbindung 
durch Coffein betreffend, nicht deutlich näher gebracht zu 
haben, er hat nur die Bestätigung unserer Permeabilitäts- 
auffassung gebracht. 

Zur Beantwortung unserer Fragestellung wurde nun weiter 
in der. Weise vorgegangen, daß wir das Coffein nach voraus- 
gegangener Wasserquellung im primären Quellungswasser auf- 
gelöst haben. Handelt es sich nun um nichts anderes als um 
Permeabilitätsverhältnisse, um die Beschleunigung eines auch 
ohne Coffein ablaufenden osmotischen Vorganges, so haben wir 
zu erwarten, daß die Auflösung des Coffeins im Quellungs- 
wasser eher einen sofortigen Gewichtsverlust des Muskels als 
eine Gewichtszunahme desselben einleiten wird, da sich durch 
die Auflösung einer zwar osmotisch weniger wirksamen Sub- 
stanz in der Außenflüssigkeit der osmotische Druck letzterer 
gegenüber dem Muskelinnern steigern wird. Diese Erwartung 
kann aber durch den Versuch nicht bestätigt werden. Wie 
aus Fig. 7 (Tab. XVII, XVII), in der die Auflösung des Coffeins 
durch 1. und 2. markiert ist, hervorgeht, bewirkt das Coffein 
eine kleine Steigerung des Muskelgewichtes; diese Steigerung 
ist aus beiden in Fig. 7 dargestellten Versuchen wahzunehmen; 
sie beträgt zwar in beiden Fällen kaum 6 bis 7°/, der Ge- 
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Fig. 7. E des Coffeins im Quel- 

lungswasser. Bei 1 wurden 0,03 g, bei 2 

0,02 g Coffeinum pur. im Quellungs- 

wasser (20 ccm) aufgelóst. (S. Tabellen 
XVII und XVIII) 


aber, wie oben auseinander- 
gesetzt, bedenken, daß 
diese Zunahme gegen die 
osmotische Wirkung der 
Substanz zustande kommt, 
so ist an ihrer Richtigkeit 
nicht zweifeln. Es 
führte übrigens ein dritter 
derartiger Versuch zu dem- 
selben Ergebnis, nur be- 
trugen ihm die Ge- 
wichtszunahmen nur 3°/,, 
während der Kontroll- 
muskel in derselben Zeit 


zu 


in 


einen Gewichtsverlust von 12°/, aufwies. 
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Dieses Ergebnis kann nun mit der Permeabilitátstheorie 
keineswegs erklárt werden; das Coffein wurde dem Muskel in 
einem Zeitpunkt beigebracht, in dem der ausgiebigere Teil der 
Entquellung zwar vorüber war, der Muskel sich jedoch in 
stetigem Gewichtsverlust befand. Soll in diesem Stadium eine 
die Permeabilität fördernde Kraft einsetzen, so muß sich die 
Entquellung hervorrufende Spannung rascher ausgleichen und 
zu einem noch ausgiebigeren Wasserverlust führen. Es ist also 
nicht von der Hand zu weisen, daß das Coffein auch eine 
vorübergehende, von osmotischen Vorgängen unab- 
hängige Wasseraufnahme der Muskelsubstanz bewirkt, 

Bei der Erklärung dieser Befunde ist nun kaum an 
anderes als an eine kolloidale Wasseraufnahme zu denken 
Osmotische Kräfte spielen bei der Erhöhung des Wassergehaltes 
des Muskels, wie wir gesehen haben, sicherlich keine Rolle; 
die v. Fürth-Lenksche!) Deutung, die Coffeinwirkung be- 
stünde in der Förderung der Milchsäurebildung, wird auch 
hinfällig, wenn wir bedenken, daß wir durch das Coffein im 
Stadium der Entquellung eine Gewichtszunahme erzielt 
haben. v. Fürth und Lenk vertreten die Auffassung, daß 
durch die Milchsäure der Quellungsvorgang (kolloidale Quellung) 
beschleunigt wird, „gleichzeitig beschleunigt sie aber (durch 
Förderung der Koagulation) auch die Gerinnung des Muskel- 
eiweißes und damit den Entquellungsvorgang“. Wird nun 
durch das Coffein die Milchsäurebildung im Stadium der Ent- 
quellung gefördert, so muß es nach der v. Fürth-Lenkschen 
Hypothese nicht zu einer Zunahme der Quellung, sondern zu 
einer Förderung der Entquellung, d.h. zu einem ausgiebigeren 
Gewichtsverlust kommen. 

Wir konnten demnach nachweisen, daß eine 0,1°/,ige 
Coffeinlösung die Wasserpermeabilität des Froschmuskels 
erhöht; wahrscheinlich wird auch die Salzpermeabili- 
tät gesteigert. Das Coffein hat außerdem einen vor- 
übergehenden Einfluß auf die kolloidale Quellung des 
Muskels, indem das Wasserbindungsvermögen des- 
selben vorübergehend erhöht wird. Bei andauernder 
Einwirkung dieser Coffeinlösung wird jedoch das 
Wasserbindungsvermögen des Muskels eingeschränkt. 


1) 1,-0. 
Biochemische Zeitschrift Band 83 14 
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Quellungsversuche mit einer 0,5°/ igen Coffeinlósung. 

Es wurden drei solche Versuche ausgeführt. Zwei mit 
Oberschenkelmuskeln und einer mit dem Gastrocnemius. Letz- 
terer zeigt einige unwesentliche Abweichungen von den ersteren, 
die auf das verschiedene Verhalten des Gastrocnemius gegen- 
über den anderen Muskelgruppen zurückzuführen sind; wir 
wollen auf diese nicht näher eingehen. Das in der Tab. XI 
wiedergegebene Versuchsprotokoll möge nähere Aufschlüsse dar- 
über geben. 

In Fig. 8 (Tab. I) ist das Verhalten des Muskelgewichtes 
in einer 0,5°/,igen Coffeinlösung dargestellt. Die Methodik 
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Fig. 8. Quellung des Froschmuskels in einer 
0,5°/,igen Coffeinlösung. (S. Tabelle I.) 


war im allgemeinen die oben beschriebene, nur wurde die 
äußere Umhüllung dieses Muskels nicht besonders präpariert; 
die Membran erlitt nur die Schädigungen, die mit dem Aus- 
schneiden eines Muskelstückes einhergehen. Da aber bei dieser 
Konzentration die durch das Coffein hervorgerufenen Wirkungen 
gröberer Natur sind, so scheint es, daß der Zustand der binde- 
gewebigen Muskelhülle keinen besonderen Einfluß auf das er- 
haltene Ergebnis ausübt. 

Das Verhalten der Coffeinkurve gegenüber der Wasser- 
kurve zeigt in Fig. 8 klar hervortretende Abweichungen von- 
einander. Wir sehen vor allem, daß die Coffeinkurve anfangs 
auch hier steiler emporsteigt als die Wasserkurve, aber bald 
einen Wendepunkt erfährt, um nach einem geringen Sinken 
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die horizontale Richtung einzuschlagen, während die Wasser- 
kurve weit darüber emporsteigt, um in der bekannten Weise 
weiter zu verlaufen. Dieses Verhalten beider Kurven bringt 
auch hier eine Kreuzung der Kurven mit sich. Diese Kreuzung 
ist auch in Versuch 5 (Tab. III), zwar weniger ausgesprochen, 
vorhanden, sie fehlt aber in Versuch 15 (Gastrocnemius, Tab. XI). 
Wir haben oben gesehen, daß diese Kreuzung eine durch das 
Coffein bewirkte Permeabilitätserhöhung bedeutet, und müssen 
somit darauf schließen, daß eine 0,5°/,ige Coffeinlösung 
die Permeabilität des Muskels ebenfalls erhöht. Diese 
Erhöhung der Permeabilität kann aber im Sinne der Quellungs- 
förderung wegen der Proteinwirkung des Coffeins nicht aus- 
genützt werden, denn sobald diese konzentrierte Coffeinlösung 
in das Muskelinnere eingedrungen ist, entfaltet sie die schon 
aus den Untersuchungen v. Fürths!) bekannte koagulierende 
Wirkung auf die Muskeleiweißkörper, die sodann zu einem Wasser- 
verlust führt. Es handelt sich hier um eine toxische Wirkung 
des Coffeins und interessiert uns nur insofern, als sie unsere 
obige Beobachtung mit der 0,1%/igen Coffeinlösung, daß 
namentlich dieselbe bei andauernder Einwirkung eher eine 
Herabsetzung des Wasserbindungsvermögens herbeiführt, unter. 
stützt. Es erscheint uns dagegen von Wichtigkeit, daß die 
permeabilitätserhöhende Wirkung selbst bei dieser toxischen 
Konzentration angedeutet ist. 


Quellungsversuche mit verdünnteren Coffeinlösungen. 


Außer den Versuchen mit 0,1- und 0,5%/,igen Coffein- 
lösungen wurde noch eine Reihe von Versuchen mit ver- 
dünnteren Coffeinlösungen, namentlich solche mit 0,02°/ igen 
(Tab. V, VII, X, XIII) und 0,05%/,igen, ausgeführt. Bezüglich 
der Permeabilitätssteigerung führten diese Versuche zu un- 
bestimmten Resultaten; es konnte die Steigerung der Wasser- 
durchlässigkeit nicht mit Bestimmtheit nachgewiesen werden, 
da sie zwar in einem Versuch (Tab. XIII) deutlich vorhanden, 
_in drei anderen vermißt wurde. Was dagegen die Beeinflussung 


1) v. Fürth, Über die Einwirkung von Giften auf die Eiweißkörper 
des Muskelplasmas und ihre Beziehung zur Muskelstarre. Arch. f. ex- 
perim. Pathol. u. Pharmakol. 37, 1896. 

14* 
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der kolloidalen Wasserbindung anbelangt, scheinen die Ver- 
suche nach andauernder Einwirkung des Mittels einstimmig 
die Verminderung des Wasserbindungsvermógens zu demon- 
strieren. Die Coffeinwerte blieben nach 24stiindiger Versuchs- 
dauer stets mit einigen Prozenten hinter den Wasserwerten 
zurück. 


Es fragt sich nun, inwieweit diese bei der Wasserquellung 
beobachtete Wirkungen des Coffeins mit seiner pharmako- 
logischen Wirkung in Einklang zu bringen wären. Einen 
sicheren, endgültigen Schluß können wir diesbezüglich nicht 
ziehen, da wir unter physiologischen Verhältnissen mit einer 
Reihe von verschiedenen Faktoren arbeiten, die in diesen Ver- 
suchen nicht berücksichtigt wurden. Abgesehen davon, daß 
die Substanz normalerweise in die Blutbahn gelangt, wo sie 
infolge des Zusammentrittes mit dessen Eiweißsubstanzen eine 
Änderung in ihrem Zustande erfahren könnte, und abgesehen 
auch davon, daß der lebende, unter dem Einfluß des Nerven- 
systems stehende Muskel auch dadurch eine verschiedene Re- 
aktion aufweisen könnte und daß im lebenden Muskel die 
Zerstórungsvorgánge in anderer Weise vor sich gehen als im 
toten Muskel, scheint die Hauptschwierigkeit des Vergleiches 
darin zu liegen, daß die Wirkung im Körper unter physio- 
logischen Verhältnissen in einem die Permeabilitätsverhältnisse 
stark beeinflussenden Salzmilieu zustande kommt, das hier 
nicht berücksichtigt wurde; und es könnte sein, daß sich die 
Wirkung des Coffeins in der Gegenwart dieser Salze grund- 
sätzlich verschieden gestalte*). Einige diesbezüglich ausgeführte 
Vorversuche lassen jedoch den Schluß zu, daß die Permeabilitát 
des Muskels in der Gegenwart von Coffein, und zwar auch in 
den niedrigsten Konzentrationen (0,02°/,) für physiologische 
Kochsalzlösung gesteigert wird, indem die Quellung eine steilere 
Kurve ergibt als die entsprechende Kontrollkurve mit physio- 
logischer Kochsalzlösung allein. Ein verschiedenes Verhalten 
scheint nur im späteren Verlauf der Kurve zutage zu treten, 
indem die Coffein-NaCl-Kurven auf längere Zeit hindurch (bis 
zu 5 bis 6 Stunden) einen höheren Wassergehalt des Muskels 


1) Siehe auch Lingle, Amer. Journ. of Physiol. 4, 1901; 8, 1902. 
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aufweisen als die entsprechende NaCl-Kurve. Die zwei Ver- 
suche sind übereinstimmend, allerdings die gefundenen Ausschläge 
gering: so betrug z. B. die Überlegenheit der Coffeinwerte über 
die NaCl-Werte maximal 8,4%, (0,02°/,ige Coffeinlösung, 
Tab. XXV), in einem anderen Falle aber nur 5,4%/, Gewichts- 
zunahme (0,1°/,ige Coffeinlösung, Tab. XXIV). Wenn wir je- 
doch bedenken, daß die Quellungswerte der NaCl-Lösung im 
ersten Falle eine maximale Gewichtszunahme von nur 21,0%/, 
des Originalgewichtes, im zweiten Falle von nur 50°/, des 
Originalgewichtes ausmachten, so wird die Quellung eigentlich 
um 40°/, bzw. um 11°/, gefördert. Unter physiologischen Ver- 
hältnissen wird es nicht einmal zu einer so ausgiebigen Funk- 
tionssteigerung kommen. 

Das alles zusammen scheint uns zur Annahme zu be- 
rechtigen, daß es sich bei der pharmakologischen Wirkung des 
Coffeins auf den lebenden Muskel um einen ähnlichen Vorgang 
handeln dürfte. Durch die Berührung des Coffeins mit den 
Muskelmembranen wird die Permeabilität derselben gesteigert, 
so daß der die Muskelcontraction auslösende Vorgang einen 
vorbearbeiteten Boden für den der Verkürzung ja zugrunde 
liegenden Wassereintritt in die contractile Substanz vorfindet 
und die Ausschläge der Contraction infolgedessen vergrößert. 
Andererseits ist aber die Möglichkeit nicht von der Hand zu 
weisen, daß der mit dem Coffein beladene Muskel infolge 
Steigerung des Wasserbindungsvermögens absolut mehr Wasser 
in sich aufnimmt und sich dadurch ergiebiger contrahiert. Ein 
mit 0,25°/, Coffein während etwa 2 Stunden beladener Muskel 
(s. Tab. XIV) ergab nach dem Austausch dieser Coffeinlösung mit 
dest. Wasser eine Gewichtszunahme von 22°/,, während der 
Kontrollmuskel eine solche um nur 16°/, aufwies. — Mög- 
licherweise entfalten beide, höchstwahrscheinlich miteinander 
streng zusammenhängende Umstände ihre Wirkung. 


Zusammenfassung. 

Überblicken wir nun die aus den beschriebenen Unter- 
suchungen hervorgehenden Ergebnisse, so können wir zusammen- 
fassend sagen, daß 

das erste Stadium der Muskelquellung, die rasche Zunahme 
des Wassergehaltes, eine osmotische Quellung darstellt. 
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Sie wird durch den osmotischen Druck des Muskelinneren 
hervorgerufen und durch die Anwesenheit eines Membran- 
systems bedingt. 

Der Vorgang der Entquellung ist ebenfalls eine os- 
motische Erscheinung: Durch das Herausdiffundieren der 
gelösten Bestandteile wird das osmotische Druckgefälle ver- 
mindert und führt zur Entwässerung. Dieser Vorgang ist mit 
einer Erhöhung der Salz- und Wasserpermeabilität verbunden 
(Fletcher, Winterstein). Die Muskelmembranen bleiben 
eine Zeitlang für osmotische Druckunterschiede weiter 
empfindlich. Dieses Stadium der osmotischen Latenz 
geht allmählich in das Stadium der kolloidalen Quel- 
lung über, das nunmehr durch die Gesetze der Kolloid- 
chemie beherrscht wird. 

Es bestehen nicht nur zwischen Muskeln verschiedener 
Rassen, sondern auch zwischen Muskeln und Muskelgruppen 
desselben Individuums Unterschiede im Wasserbin- 
dungsvermögen und im ganzen Verlauf der Wasser- 
aufnahme. Dieses verschiedene Verhalten wird auf die Ver- 
schiedenheit der Membranstruktur und sonstige Zusammen- 
setzung, z. B. aus weißen und roten Fasern der Muskeln 
verschiedener physiologischer Aufgabe, zurückgeführt. 

Die Wirkung des Coffeins auf die Muskelquellung besteht 
einmal in der Erhöhung der Wasserpermeabilität, die 
vermutlich mit einer Erhöhung der Salzpermeabilität einher- 
geht, sodann in einer vorübergehenden Erhöhung des 
Wasserbindungsvermögens, insofern es sich nicht um 
höhere, toxische Coffeinkonzentrationen handelt. — Inwieweit 
beide, vermutlich miteinander zusammenhängende Wirkungen 
bei der Quellung zur Geltung kommen, läßt sich nicht ent- 
scheiden. — Die toxische Wirkung des Coffeins besteht in 
der Koagulation der Muskeleiweißkörper (v. Fürth), die zu 
einer Wasserabgabe führt. — Diese verschiedenen Wirkungen 
des Coffeins kommen nun mehr oder weniger zum Vorschein, 
je nach der Konzentration der angewendeten Coffeinlösung. So 
erhalten wir in einer 

0,1°/,igen Coffeinlósung eine stark ausgesprochene 
Permeabilitätserhöhung, die sich in einer rascheren Wasser- 
aufnahme und rascheren Wasserabgabe (Entquellung) kenn- 
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zeichnet, sodann eine Andeutung der toxischen Wirkung, 
indem das Wasserbindungsvermógen des Muskels nach an- 
dauernder Einwirkung des Mittels um einen kleinen Betrag 
vermindert wird; 

in einer 0,5%/,igen Coffeinlösung kommt es umgekehrt 
zu einer Andeutung der Permeabilitätsförderung, indem 
der Coffeinmuskel am Beginn des Versuches rascher an Ge- 
wicht zunimmt als der Wassermuskel, sodann zu einer aus- 
gesprochenen toxischen Wirkung, die bald zu einer Ent- 
quellung und zu einem verhältnismäßig geringen Wassergehalt 
des Muskels führt. 

0,02°/,ige Coffeinlösungen entfalteten keine deutliche 
Wirkung auf die Muskelquellung. 

Die Quellung in physiologischer NaCl-Lósung wird 
durch Coffein in gleichem Sinne beeinflußt. 

Bringen wir die geschilderte Coffeinwirkung auf die Muskel- 
quellung mit der Permeabilitätstheorie und der Quellungstheorie 
der Muskelcontraction in Einklang, so kann angenommen 
werden, daß auch die pharmakologische Wirkung des 
Coffeins auf der Steigerung der Wasserpermeabilität 
und auf der Steigerung des Wasserbindungsvermögens 
beruht. 

Anhang. 
Tabellarische Zusammenstellung der Versuchs- 
protokolle. 
Tabelle I 


Versuch 3 vom 25.6.1914. Froschoberschenkelmuskulatur. 
(Nähere Bezeichnung fehlt.) 








Gewicht des Muskels 0,725 g 
Quellung in 0,5°/, Coffeinlösung 


Gewichts- 








Gewicht des Muskels 0,660 g 








Quellung in dest. Wasser 


Gewichts- 
` |zunahme in0/, 











St. 











A | | | | 
Bm. | | | | 
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Tabelle II. 


Versuch 4 vom 25. 6.1914. Froschmuskeln aus demselben Stück. 
(Über nähere Bezeichnung des Muskels nichts angegeben.) 

































































Gewicht des Muskels 0,706 g Gewicht des Muskels 0,697 g 
Quellung in 0,1°/, Coffeinlösung Quellung in dest. Wasser 
; Gewichts- | Anmer- . | Gewichts- | Anmer- 
St. | Min. zunahmein?/, kung St. | Min. |zunahmein®/,)) kung 
— 5 43,0 — 
— 12 77,3 = 
— | 21 97,0 — 
— 80 101,3 — 
— | 43 96,6 = 
1 | 10 89,2 1 | 12 
2 — 76,3 2 = 
17 = 65,4 17 = 
Tabelle III. 
Versuch 5 vom 26.6. 1914. Froschoberschenkelmuskeln. 
(Nähere Bezeichnung fehlt.) 
“Gewicht des Muskels 0,573 g Gewicht des Muskels 0,444 g 
Quellung in 0,5°/, Coffeinlösung Quellung in dest. Wasser 
z Gewichts- | Anmer- 
St ¡Min zunahmein’/, kung 
— 5 26,7 — 7 32,2 
— 10 41,3 — 12 52,9 
= | 19 49,7 = | 21 73,6 
— | 29 52,2 — | 30 89,0 
— | 39 53,4 — | 41 95,2 
— |57 52,3 1| — 97,5 
1 | 25 37,7 1 | 2 103,6 
1 | 55 31,9 1 | 55 90,5 
2 | 34 37,6 2 | 34 81,3 
4 | 39 33,3 4 | 39 70,5 
24 | — 26,5 Nach 24 St. || 24 | — 61,0 
25 | 30 861. ¡Ms 
26 | 30 38,9 aus- 


getauscht 
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Tabelle IV. 


Versuch 6 vom 26. 6.1914. Froschoberschenkelmuskeln. 
(Náhere Bezeichnung fehlt.) 











Gewicht des Muskels 0,604 g 
Quellung in 0,1°/, Coffeinlösung 


Gewicht des Muskels 0,549 g 







Quellung in dest. Wasser 


St. |Min Gewichts- Anmer- 


y Gewichts- 
` Izunabmein"/,| kung Min 


` Izunahme in0/, 



















3S3ww=!l || 1111 


Ss Nach 19 St. Nach 198t. 
pre, 76.0 30 Min. in 30 Min. in 
’ dest.Wasser neuesWasser 








S| Sow. 111111 


[5 
= 
| 


Tabelle V. 


Versuch 11 vom 7.7.1914. Kongruent präparierte Froschmuskeln. 
(Adductorengruppe des Oberschenkels.) 








Gewicht des Muskels 0,552 g Gewicht des Muskels 0,634 g 


Quellung in 0,02°/, Coffeinlösung 











Quellung in dest. Wasser 






















q : Gewichts- | Anmer- 
St. | Min. Min, zunahmein%/,| kung 
_ 23,9 — 
— 66,5 — 
— 89,1 — 
1 88,8 1 
1 85,5 1 
2 81,2 2 
5 68,1 5 
23 56,5 23 
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Tabelle VI. 


Versuch 12. Froschgastrocnemius, gleichmäßig geschnitten, Bindegewebs- 
hülle, Achillessehnenende unversehrt. 

















Gewicht des Muskels 0,841 g Gewicht des Muskels 0,828 g 
Quellung in dest. Wasser Quellung in dest. Wasser 
: Gewichts- | Anmer- || «a lw; | Gewichts- | Anmer- 

St. [Min zunahmein?/,| kung St. ¡Poe zunahmein?/, kung 
— | 10 18,9 
— 19 30,1 
— | 41 41,0 
— | 59 43,0 

3 | 49 55,6 
21 — 39,4 








Tabelle VII. 
Versuch 13 vom 6.7.1914. Kongruent präparierte Froschmuskel. 
(Abductorengruppe des Oberschenkels.) 


Gewicht des Muskels 0,978 g Gewicht des Muskels 1,088 g 
Quellung in 0,02°/, Coffeinlösung 















Quellung in dest. Wasser 

















> Gewichts- | Anmer- lias Gewichts- | Anmer- 

Si Min. zunahmein?/,| kung St: has zunahmein?/| kung 
sli 28,1 -|» 32,0 
— | 28 55,3 — | 24 61,0 
— | 35 67,0 — | 35 72,0 
— | 47 69,0 — | 47 78,6 
— | 58 70,5 — | 58 77,9 
1 13 69,4 1 10 75,0 
1 23 66,9 1 25 70,3 
1 | 41 63,9 1 40 67,2 
2 16 57,7 2 15 62,7 
17 | 15 341 | 17 | 15 45,4 








Tabelle VII. 
Versuch 13 vom 6. 7. 1914. Froschoberschenkelmuskel, Abductorengruppe, 
vollkommen gleichmäßig präpariert. 





























- Gewicht des Muskels in 0,887 g Gewicht des Muskels 0,708 g 
Quellung in dest. Wasser Quellung in dest. Wasser 
. | Gewichts- | Anmer- De Gewichts- | Anmer- 
ab: | Min, zunahmein"/¿| kung St. | Min. zunahmein?/,; kung 
— | 13 84,3 — | 15 40,1 
— | 26 61,4 — | 27 56,2 
— | 36 75,4 — | 38 63,4 
— | 49 81,9 — | 51 68,5 
1 | — 81,6 1 2 70,2 
ı/ı 78,2 1 | 13 68,9 
1 | 26 76,0 1 | 27 67,2 
1 | 40 75,3 1 | 40 67,1 
2 | 15 69,5 2 | 15 59,0 
18 | — 58,0 18 | — 53,1 
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Tabelle IX. 
Versuch 15 vom 7.7.1914. Froschoberschenkelmuskel kongruent präpariert. 
(Adductorengruppe.) Die Bindegewebshülle unversehrt. 


























Gewicht des Muskels 0,879 g Gewicht des Muskels 0,857 g 
Quellung in 0,1°/, Coffeinlösung Quellung in dest. Wasser 
. Gewichts- | Anmer- . | Gewichts- | Anmer- 
Bt: Min: zunahmein?/,| kung St. | Min. zunahmein/,| kung 
14 | 56,0 
29 92,0 
53 105,0 
13 102,0 
45 90,0 
36 79,0 | 
18 57,6 | 








Tabelle X. 
Versuch 15 vom 7.7.1914. Kongruent präparierte Froschmuskeln. 
(Abductorengruppe des Oberschenkels.) Die Bindegewebshülle unversehrt. 





























Gewicht des Muskels 1,211 g Gewicht des Muskels 1,007 g 
Quellung in 0,02°/, Coffeinlósung Quellung in dest. Wasser 
Far | Gewichts- | Anmer- : Gewichts- | Anmer- 

St. | Min. jzanahme in, kung St. | Min. izunahme in°/o| kung 
= = | 18 28 
= — 28 55 
— — ¡53 71 

1 1| 12 76 

1 1 44 77 

3 3 | 37 65 

6 6 16 50 











Tabelle XI 
Versuch 15 vom 7.7.1914. Froschgastrocnemius. Kongruent präpariert, 
die Bindegewebshülle nicht entfernt. 


Gewicht des Muskels 0,7098 
Quellung in dest. Wasser 


Anmer- 
kung 








Gewicht des Muskels 0,926 g 
Quellung in 0,5°/, Coffeinlösung 




















Gewichts- 


St. | Min. zunahme in0/, 


St. 













Wasser 
ersetzt 











E |] 
ow=l ||| 
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Tabelle XII. 


Versuch 16 vom 7. 7. 1914. Kongruent präparierte und vielfach ein- 
geschnittene Froschmuskeln. (Abductorengruppe.) 














Gewicht des Muskels 1,085 g Gewicht des Muskels 1,171 g 
j Quellung in 0,1%, Coffeinlósung Quellung in dest. Wasser 
: Gewichts- | Anmer- : Gewichts- | Anmer- 
St. | Min. zunahmein°/, kung St. | Min, |zunahme in0/, kung 

















I 
o 
= 
== 
o 
wo 














1 1 102 1 3 
1 17 92 1 18 
1 | 39 85 1 | 41 
2 5 86 2 6 
2 | 32 78 2 | 32 
21 — 65 21 | — 


Tabelle XIII. 


Versuch 16. Froschoberschenkelmuskel, kongruent. Adductorengruppe, 
vielfach eingeschnitten. 
























Gewicht des Muskels 1,120 g Gewicht des Muskels 0,962 g 

Quellung in 0,02°/, Coffeinlösung Quellung in dest. Wasser 
= Gewichts- | Anmer- s Gewichts- | Anmer- 

St. | Min. Aral kung St. [Min rl kung 
— 12 114,0 — 12 
— | 29 133,0 — | 30 
— | 43 129,0 — | 43 

1 1 117,0 1 

13% 112,0 1 

1 | 39 102,0 1 

2 | 3 96,0 2 

2 | 28 85,0 2 
21 | — 70,8 21 
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Tabelle XIV. 


Versuch 18 vom 10.7.1914. Froschmuskel, gleichmäßig präpariert, viel- 


fach eingeschnitten. 


Abductorengruppe. 








Gewicht des Muskels 1,442 g 


Gewicht des Muskels 1,483 g 





Quellung in 0,25°/, Coffeinlösung, 


Quellung in Wasser, später neues 











später Wasser Wasser 
< Gewichts- | Anmer- ; Gewichts- | Anmer- 
Bt. " \zunahmein®/,)) kung St; | Min, zunahmein°/,) kung 
— | 12 91,6 
— | 21 114,5 
— | 50 89,4 
1 | 183 92,4 
1 | 28 103,6 Nach 1 St. 
1 | 53 87,5 ba 
dest.Wasser wechsel 
versetzt. 
2 2 | 18 65,7 
2 2 | 38 66,9 




















Tabelle XV. 


Versuch 18 vom 11.7.1914. Froschoberschenkelmuskeln, Abductorengruppe. 


Kongruent präpariert und vielfach eingeschnitten. 








Gewicht des Muskels 0,941 g 


Quellung in Wasser, sp. neues Wasser 


Gewichts- 
` zunahmein°/, 








Gewicht des Muskels 0,826 g 










Quellung in Wasser 





Gewichts- 


St. zunahmein0/, 


Min. 








SAS mm 


95.6 Nach 2 St. 
761 32 Min. 
> en neues 
84,8 Wa Baok Ats- 
86,0 getauscht 








wm ND m m 





Anmer- 
kung 
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Tabelle XVI. 


Versuch 18 vom 11.7. 1914. Froschoberschenkelmuskeln, Abductoren- 


gruppe. 


Kongruent präpariert und vielfach eingeschnitten. 








Gewicht des Muskels 0,969 g 





Gewicht des Muskels 0,736 g 





Quellung in Wasser, später in 0,1°/, 


St. | Min 


DO 
A 





Coffeinlósung 


Gewichts- 
` izunahmein/, 


Quellung in Wasser 





Anmer- 
kung St. 


Min. 





Gewichts- | Anmer- 
zunahmein°/,; kung 





67,2 
58,1 
89,2 





Nach 2 St. 
32 Min. 
Wasser geg. 
0,1%/, Cof- 
feinlösung 





aus- 
getauscht 








Tabelle XVII. 









Versuch 19 vom 10.7. 1914. Kongruent präparierte und vielfach ein- 


geschnittene Froschmuskeln. 


(Nähere Bezeichnung fehlt.) 





Gewicht des Muskels 0,787 g 


Gewicht des Muskels 0,739 g 





Quellung in Wasser, später in 





Quellung in Wasser 














Coffeinlösung 
Er Gewichts- Anmer- E Gewichts- Anmer- 
St: | Min. zunahmein?/,| kung St. | Min. zunahmein?/,| kung 
2 50 59,8 2 54 68,7 
8 5 61,5 3 8 63,6 
3 20 59,3 3 23 63,7 
3 34 63,2 Naci p ee 3 35 63,6 
3 45 65,3 0.08 g Cof- 3 49 62,6 
4 — 62,3 fein in der 4 2 62,7 
4 10 60,1 regen 4 12 63,4 
4 | 30 58,6 k 4 | 34 60,1 
4 | 50 59,8 NE 168 60,1 
5 20 63,8 5 22 63,7 
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Tabelle XVIII. 


Versuch 19 vom 10. 7. 1914. Kongruent präparierte und vielfach ein- 
geschnittene Froschmuskeln. (Nähere Bezeichnung fehlt.) 








Gewicht des Muskels 1,153 g Gewicht des Muskels 1,201 g 





Quellung in dest. Wasser Quellung in Wasser, spáter in 





























Coffeinlösung 
: Gewichts- | Anmer- A Gewichts- | Anmer- 

St. | Min. zunahmein?/,| kung St. | Min. zunahmein?/,| kung 

2 50 47,7 2 53 52,7 

3 5 47,5 3 8 52,5 

3 20 48,8 3 23 52,3 

3 42 50,1 3 45 51,3 

3 55 48,2 3 58 57,7 ech > aer 
4 8 48,0 4 | 11 57,4 Pia 

4 | 30 454 4 | 33 529 ee 
4 50 51,5 4 53 53,5 fliesigkeit 
5 | 20 47,7 5 | 23 53,6 autgelönt 

Tabelle XIX. 


Versuch 20 vom 11.7. 1914. Froschoberschenkelmuskel, vielfach ein- 
geschnitten. Quellung in dest. Wasser. (Ein Parallelmuskel zur Adrenalin- 
quellung verwendet.) 






















Adductor Abductoren 
Gewicht des Muskels Gewicht des Muskels | Gewicht des Muskels 
1,364 g 1,380 g 1,311 g 
. | Gewichts- || . | Gewichts- . | Gewichts-. 
St. Min nahme in % St. |Min., nahme in sh © Min. „unahme in o 

















12| 598 





— | 23 68,4 re 
— | 38 58,5 E 
— 54 52,4 = 

ı|10 47,6 1 
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Tabelle XX. 


Versuch 21 vom 13.7. 1914. Froschoberschenkelmuskel, vielfach ein- 
geschnitten. Quellung in HCl-haltigem Wasser (1 Tropfen 2n-HCl auf 
50 ccm). Die Parallelmuskeln wurden zur Adrenalinquellung verwendet. 

































Adductorengruppe Abductorengruppe 
Gewicht des Muskels 1,126 g Gewicht des Muskels 0,898 g 
; Gewichts- | Anmer- : Gewichts- 
St. | Min. zunahmein°/,), kung St. | Min, zunahmein?0/, 

















— | 18 59,2 | 12 65,5 
— 1.27 81,5 24 85,0 
— |.45 98,9 38 78,9 














a 945 1 

1 22 87,0 1 

1 45 82,7 1 

2 6 71,7 2 

2 44 65,7 2 

5 — 67,6 5 

8 -— 66,2 | 
24 — 68,3 

Tabelle XXI. Tabelle XXI. 


Versuch 24 vom 14. 7. 1914. 
Froschmuskel, Abductor, vielfach 
eingeschnitten. 

Quellung in dest. Wasser. 





Gewicht des Muskels 0,742 g 


Versuch 39 vom 20. 7. 1914. 
Froschmuskel, Adductor, vielfach 
eingeschnitten. 

Quellung in dest. Wasser. 


Gewicht des Muskels 1,056 g 





























| : Gewichts- | Anmer- : Gewichts- | Anmer- 
Sts. Min. ei kung 86. | Min, zunahmein?/,| kung 
— |17 111,0 — | 12 

— |37 101,5 — | 39 

— | 59 86,5 — | 55 

1 | 20 83,0 1 | 22 

1 | 47 76,6 2 | 13 

2 | 22 71,3 3 8 

5 | 22 66,4 5 | 13 

8 7 65,9 8 | 38 

23 | — 63,3 23 | — 
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Tabelle XXIII. 


Versuch 26 vom 15. 7. 1914. Froschoberschenkelmuskel, vielfach ein- 
geschnitten. Quellung in dest. Wasser. (Parallelmuskel zu anderen 


Zwecken verwendet.) 





Adductor 
Gewicht des Muskels 0,980 g 







Abductor 
Gewicht des Muskels 0,770 g 








Gewichts- Anmer- 


St Min. | Gewichts- | Anmer- 
zunahmein°/,)) kung P 


St. | Min. ` izunahmein%/,| kung 














Tabelle XXIV. 


Versuch 28 vom 15. 7. 1914. Froschoberschenkelmuskeln, Abductoren- 
gruppe. Kongruent präpariert und vielfach eingeschnitten. 


Gewicht des Muskels 1,041 g Gewicht des Muskels 0,934 g 
Quellung in 0,1°/,iger Coffeinlösung 5 d y 














mit 0,60/, NaCl-Gehalt Quellung in 0,6%/yiger NaCl-Lösung 





Gewichts- | Anmer- Gewichts- | Anmer- 














BR | Min zunahmein°/,; kung St. ` |zunahmein?/,| kung 
— — |17 19,7 
— — | 32 29,4 
— — | 49 37,6 
1 1 | 20 43,4 
1 1| 55 50,5 
2 2 | 20 51,0 
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Tabelle XXV. 


Versuch 29. Froschoberschenkelmuskeln, Abductorengruppe. Kongruent 
präpariert und vielfach eingeschnitten. 








_ Gewicht des Muskels 1,122 g Gewicht des Muskels 1,153 g 


Quellung in 0,02°/,iger Coffeinlösung 
mit 0,6°/, NaCl-Gehalt 










Quellung in 0,6°/,iger NaCl-Lösung 


























i Gewichts- | Anmer- . Gewichts- | Anmer- 

St. | Min. zunahmein°/,)| kung Si, Min. zunahmein?/, kung 
— | 14 19,0 — | 16 14,6 
— | 28 22,4 — | 30 16,9 
— | 43 24,8 — | 44 16,6 
1 4 23,9 1 5 18,8 
1 | 30 25,8 1 | 30 20,2 
2 5 26,7 2 5 21,3 
2 | 45 21,7 2 | 45 20,3 
3 | 50 21,8 3 | 50 17,9 
6 | — 22,6 6|— 17,2 
24 | — 19,0 24 | — 18,9 











Tabelle XXVI. 


Versuch 32 vom 17.7.1914. Froschoberschenkelmuskel, gleichmäßig prá- 
pariert, vielfach eingeschnitten. Quellung in dest. Wasser. (Die Parallel- 
muskeln wurden zur Strophanthinquellung verwendet.) 









































Adductor z Abductor 
Gewicht des Muskels 0,953 g Gewicht des Muskels 0,891 g 
; Gewichts- | Anmer- A Gewichts- | Anmer- 

>A Min. [unahmein °| kung Stz- Min: zunabmein?/, 
— 18 59,3 — | 21 48,0 
— | 31 106,5 — | 33 77,2 
— | 46 131,0 — | 50 90,8 

1 12 132,0 1 15 99,1 

1 35 126,0 1 35 98,9 

2 5 111,5 2 15 93,1 

8 | — 113,4 3 5 90,2 

5 | 55 96,3 5 | 55 79,4 

7 | 25 95,6 7 | 35 72,9 
24 | — 87,8 24 | — 69,4 
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Tabelle XXVII. 


Versuch 37 vom 20. 7. 1914. Froschmuskel, gleichmäßig präpariert, viel- 
fach eingeschnitten. Quellung in dest. Wasser. (Die Parallelmuskeln 
wurden zu anderen Zwecken verwendet.) 





























Abductor Gastrocnemius 
. Gewichts- Anmer- [ar Gewichts- | Anmer- 

St. | Min. Feer kung St. | Min. zunahmein°/,) kung 
— | 12 48,6 — | 14 45,6 
— | 25 86,4 — | 28 65,5 
— | 53 96,7 — | 57 75,0 

1 8 96,2 1 12 71,7 

1 38 84,4 1| 42 69,8 

2 | 12 76,1 2 13 68,8 

3 12 67,9 3 12 63,3 

5 | 17 64,0 5 13 55,8 

6 | 43 60,3 6 | 43 46,4 

8 | 43 62,7 8 | 43 47,0 
23 | — 67,2 23 | — 54,7 


Tabelle XXVIII. 


Versuch 38 vom 20. 7. 1914. Froschmuskel, gleichmäßig präpariert, viel- 
fach eingeschnitten. Quellung in dest. Wasser. (Parallelmuskeln zu 
anderen Zwecken verwendet.) 














Gastrocnemius 


Gewicht des Muskels 0,634 g 


Abductor 
Gewicht des Muskels 1,136 g 




















à Gewichts- | Anmer- 

St. Min; zunahmein?/,| kung 
— | 12 65,0 — | 15 59,0 
— | 26 100,6 — | 28 76,6 
— | 55 88,6 — | 57 74,1 

1 | 20 81,1 1 | 22 68,3 

1 | 41 73,1 1 | 43 65,0 

2 | 13 65,0 2 | 18 61,3 

3 8 57,9 3 8 54,6 

5 | 13 53,8 5 | 13 47,6 

6 | 23 49,4 6 | 33 42,3 

8 | 43 45,2 8 | 43 38,6 
23 | — 44,5 23 | — 37,1 
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Tabelle XXIX. 


Versuch 41 vom 20. 7. 1914. Froschmuskel, gleichmäßig prápariert und 
vielfach eingeschnitten. Quellung in dest. Wasser. (Parallelmuskeln zu 
anderen Zwecken verwendet.) 














Abductor Gastrocnemius 
Gewicht des Muskels 1,081 g Gewicht des Muskels 0,729 g 
St. | Min. Gewichts- | Anmer- . | Min. Gewichts- | Anmer- 





zunahmein0/, zunahmein°/,, kung 





Tabelle XXX. 


Versuch 43 vom 20. 7. 1914. Froschmuskel, gleichmäßig präpariert, viel- 
fach cingeschnitten. Quellung in dest. Wasser. (Parallelmuskeln zu 
anderen Zwecken verwendet.) 





Abductor Gastrocnemius 


Gewicht des Muskels 1,085 g Gewicht des Muskels 0,541 g 


; Gewichts- | Anmer- 
St. | Min. zunahmein?/,| kung St. 











A Gewichts- | Anmer- ; 
Min. Beer kung 














Tabelle XXXI. 


Versuch 49 vom 16. 11. 1916. Froschoberschenkelmuskel. Abductoren- 
gruppe. Kongruent präpariert, Fleisch von der Bindegewebshülle ab- 
geschabt. Quellungsflüssigkeit 15 ocm. 











Gewicht des Muskels 1,110 g Gewicht des Muskels 1,416 g 





Quellung in Wasser, später neues 


Quellung in Wasser Wasser 























3 Gewichts- Anmer- : Gewichts- | Anmer- 
St. | Min. zunahmein0/,| kung St. | Min. zunahmein?/| kung 
— |2 45,8 e} | 24 52,2 
23 | 30 51,6 23 | 30 51,7 
a 2 50,9 24 | 29 56,5 A Rn 
49,4 24 55 58,1 a 
am || = 448 le 52,8 | wer 
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Tabelle XXXII. 
Versuch 49 vom 16. 10. 1916. Froschoberschenkelmuskel, Adductoren- 


gruppe. 
fältig befreit. 


Kongruent präpariert, Fleisch von der Bindegewebshülle sorg- 
Quellungsflüssigkeit 15 ccm. 





Gewicht des Muskels 1,936 g 


Gewicht des Muskels 2,036 g 





Quellung in Wasser 


Quellung in Wasser, später neues 





Gewichts- 








‘St. | Min. 





Tabelle XXXIII. 


Versuch 29 vom 15. 7. 1914. 
Froschmuskel, Adductor, vielfach 
eingeschnitten. 

Gewicht des Muskels 1,706 g. 
Quellung in dest. Wasser. 








Gewichts- Anmer- 





Wasser 
| Anmer- St. |Min Gewichts- | Anmer- 
zunahmein ‘|, kung i ` Izanahmein“/¿ kung 















Nach 
238St. 48 Min. 
25 cem neues 

Wasser 


Tabelle XXXIV. 


Versuch 49 vom 16. 10. 1916. 
Frosch - Gastrocnemius, von der 
Bindegewebshiille abgeschabt. 
Gewicht des Muskels 0,967 g. 
Quellung in dest. Wasser. 

















: $ Gewichts- | Anmer- 

Bt. | Min. Brak kung Bt: | Min. en kung 
— |12| 81 — |2 65,5 

— | 26 67,8 k 23 30 64,8 

— | 41 59,4 | 24 | 12 57,5 

1 | — 55,1 | 24 | 55 56,8 

1 | 30 54,3 AT | = 57,2 

2 | — 55,9 

2 | 45 53,1 

3 | 40 54,6 | 
6!— 55,4 

24 | — 53,7 | 


Über das Vorkommen von Phosphaten im menschlichen 
Blutserum. 


III. Säurelöslicher (Gesamt-)Phosphor, Orthophosphat und Rest- 
phosphor bei Krankheitszustinden, A. 


Von 
Joh. Feigl. 


(Aus dem chemischen Laboratorium des Allgemeinen Krankenhauses 
Hamburg-Barmbeck.) 


(Eingegangen am 12. Juni 1917.) 


In zwei vorhergehenden Mitteilungen wurde über Phosphat- 
gehalt bzw. Phosphorverteilung im menschlichen Blutserum 
berichtet*). Den Untersuchunggn an Gesunden und Kranken 
wurde anfänglich die auf Extraktion, Enteiweißung bei saurer 
Reaktion, beruhende Methodik der fraktionsweisen Bestimmung 
von Phosphorverbindungen zugrunde gelegt, die gegensätzlich zum 
fállbaren „Lipoid“-Phosphor den „säurelöslichen“ Phosphor dar- 
zustellen gestattet. Die auf diesem Wege ermittelten Werte 
wurden anfänglich ohne Einschränkung als rechnerische Größen 
für den Gehalt an anorganischem Phosphor in Phosphationen- 
bindung angesehen. 

Es ließ sich sodann zeigen, daß die Werte für den „säure- 
lóslichen* Phosphor im Blutserum gesunder, gut ernährter, 
ausgeruhter Menschen (zunächst kamen nur Männer von 21 bis 
42 Jahren zur Beobachtung) sich zwischen den äußersten Ex- 
tremen von etwa 0,8 mg (rund 1,0 mg) P und etwa 5,0 mg P 


1) Joh. Feigl, Über das Vorkommen von Phosphaten im mensch- 
lichen Blutserum. I. Säurelöslicher Phosphor bei Gesunden und Kranken, 
diese Zeitschr. 81, 5/6, 380, 1917. — Ders., Über das Vorkommen usw. 
II. Säurelöslicher Phosphor, Orthophosphat und „Restphosphor“ bei Ge- 
sunden, diese Zeitschr. 82. 
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in 100 com Serum bewegen und daß sie praktisch zu gut ?*/, 
der untersuchten Fälle im Mittelbereiche von 2,0 mg P bis 
4,0 mg P für 100 cem Serum verteilt sind, während höchstens 
10°/, den Bereich von 4,0 mg P bis 5,0 mg P erfüllen. 

Es ließ sich ferner erweisen, daß die betreffenden Werte 
bei pathologischen Zuständen weiten Abwandlungen unter- 
worfen sein können. So wurden absolute Erhöhungen gefunden, 
die sich noch über 10,0 mg P und selbst über 20,0 mg P er- 
heben können, und die auf nephritischer Retention beruhen, 
einer Erscheinung, die als die eine Quelle der diesbezüglichen 
Anstiege erkannt wurde. Man findet also bei Morbus Brightii 
allgemein und charakterisiert durch bestimmte Verknüpfungen 
mit den übrigen krystalloiden Komponenten der Blutflüssigkeit 
Anstiege in den Befunden fir ,sáurelóslichen* Phosphor, und 
meint also, mit dieser Größe der Hauptsache nach die Ab- 
wandlungen in dem Gehalte an anorganischem Phosphat zu 
treffen, indem man dem letzteren Begriffe den ersteren, me- 
thodisch leicht darstellbaren, substituiert. Weitere Unter- 
suchungen haben erwiesen, daß außerdem Erhöhungen gegen 
die Norm in einem Teile derjenigen pathochemischen Um- 
stimmungen eintreten können, die durch destruktive Vorgänge 
im Bestande von Organsubstanz charakterisiert bzw. hervor- 
gerufen werden. Extreme Verhältnisse dieser Art hat Verf 
(in Verbindung mit H. Luce) bei der akuten gelben Leber- 
atrophie an mehreren Fällen, von denen einer nach seiner Ent- 
wicklung fortlaufend verfolgt wurde, beschrieben*). Bald darauf 
ergab sich dem Verf. bei der Untersuchung von Zuständen, 
die, obschon ätiologisch anderweitig beleuchtet, gewisse Ähn- 
lichkeit mit typischen Avitaminosen erkennen ließen, eine Reihe 
von Beobachtungen, deren Zusammenfassung verwandte Ver- 
hältnisse veranschaulichte, was vom Verf.?), von Th. Rumpel 
und A. V. Knack?), ganz jüngst von A. V. Knack und J. Neu- 

1) Jo h. Fei gl und H. Luce, Neue Untersuchungen über akute gelbe 
Leberatrophie I. Über den Reststickstoff des Blutes und seine Kompo- 
nenten; Weitere Beiträge zur vergleichenden Pathologie des Aminosäure- 
spiegels im Blute, diese Zeitschr. 79, 3/4, 162, 1917, Festschrift für 
J. Orth. 

2) Ders., l. c., Über Phosphate I. 


3) Th. Rumpel und A. V. Knack, Dysenterieartige Darmerkran- 
kungen und Ödeme 42, Nr. 44, 45, 46, 47, 1916. 
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mann*), summarisch berichtet wurde. Verf. konnte auch auf 
diesem Gebiete allgemeinere Untersuchungen anstellen und 
möchte die Gesamtheit der einschlägigen Beobachtungen dahin 
zusammenfassen, daß bei Inanitionszuständen und Avitaminosen 
achtbare Steigerungen in den Beträgen für säurelöslichen Phos- 
phor des Serums vorkommen können, die während fortschreiten- 
der Restitution auf normale Zahlenwerte absinken. Schon 
derzeit hat Verf., wie mehrfach berichtet, sich die Frage nach 
der Struktur des säurelöslichen Phosphors vorgelegt?). 

Eigene weitere Arbeiten in Verbindung mit Untersuchungs- 
ergebnissen von W. Mac Kim Marriott?), J. Greenwald‘) 
bestätigen die Anschauung, daß sich der ,sáurelósliche* Phos- 
phor als ein komplexer Begriff darstellt, unter dem Substanzen 
verschiedenen Charakters durch die Art der Isolierung (Ent- 
eiweißung mit anschließender Veraschung des gesamten P-Ge- 
haltes im Filtrat) zusammengefaßt werden. Über die mutmaß- 
liche Natur der Begleitstoffe des weit vorherrschenden, tatsäch- 
lich anorganischen Phosphors in Gestalt präformierter Ortho- 
phosphate ist bereits mehrfach kurz gesprochen worden°). Man 
hat Grund zur Annahme weiterer anorganischer Phosphorsäure- 
verbindungen mit der Struktur von Polysäuren, zumeist wohl 
der Pyrosäure, außerdem der Metasäure, die erst durch Hydro- 
lyse (während der Veraschung) in Orthostruktur übergehen und 
mit den einschlägigen isolierenden Fällungsmitteln gefaßt werden. 
Des weiteren haben hier präformierte Krystalloide bzw. durch 
den Enteiweißungsvorgang krystalloid werdende Komplexe von 
Phosphorylcharakter der Kohlenhydratreihe, Purinreihe usw. 
Raum, wobei es zunächst offenbleiben muß, ob deren Kern- 


1) A. V. Knack und J. Neumann, Bei d. Ödemefrage, Deut- 
sche med. Wochenschr. 1917, 29, 19. Juli 1901. 

2) Joh. Feigl, Zum gegenwärtigen Stande der Chem. Blutunter- 
suchung, Vortrag, Ärztl. Verein zu Hamburg, Sitzung vom 2. Mai 1916, 
Offiz. Protokoll, Deutsche med. Wochenschr. 1916, 40. 

3) W. MacKimMarriott, Haeßler, Howland, On the deter- 
mination of phosphorus in the serum. Journ. of Biolog. Chem. 24, 
28, 1916. j 

t) J. Greenwald, The nature of the acid-soluble phosphorus of 
serum. Journ. of Biolog. Chem. 25, 3, 431, 1916. 

5) J. Feigl, 1. c., Über Phosphate I und II, Vortrag, und J. Feigl 
und H. Luce, Über Leberatrophie 1. 
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struktur sich von einer Ortho-, Meta- oder Polyphosphorsáure 
ableitet. Einigen Überblick geben die Dialyseversuche vom 
Verf. wie von J. Greenwald in dem Sinne, daß die nicht 
der Orthoreihe bzw. anorganischem Charakter angehörende 
Fraktion träge dialysabel sein soll. Der Begriff für den in 
Rede stehenden Anteil des komplexen säurelöslichen Phosphors 
wurde vom Verf. begründet auf dem auch von MacKim 
Marriott, Haeßler, Howland, sowie Greenwald in ver- 
wandter Weise beschrittenen Weg der Isolierung vorgebildeten 
Orthophosphates durch die Fällung als Magnesiumammonium- 
phosphat. Er wurde unter der vorgeschlagenen Bezeichnung 
„Restphosphor“ näher bearbeitet. 


Diese sonach als Differenzgröße ermittelte Fraktion wurde 
einer eingehenden Diskussion unterworfen, mit dem Ergebnis, 
daß gegen die Annahme, sie sei objektiven Charakters und 
nicht durch Summation von Fehlern der einzelnen methodischen 
Eingriffe künstlich geschaffen, in der größeren Mehrzahl der 
Fälle nichts anzuführen sei. Die früheren, folgend näher 
zu beschreibenden Beobachtungen wiesen überdies darauf hin, 
daß der „Restphosphor“ eine Fraktion sei, die nicht nur ab- 
solut und relativ im Rahmen der komplexen Größe schwan- 
ken könne, sondern daß sie bei pathochemischen Zuständen 
ihrerseits direkt charakteristische Beträge zu liefern vermöge, 
daß sie mithin neben dem komplexen „säurelöslichen“ (Gesamt-) 
Phosphor uud dem aus präformiertem Orthophosphat eine dritte, 
weiterer Aufmerksamkeit fähige Größe darstelle. 

Verf. hat zunächst eine Reihe von analytischen Arbeiten und Fol- 
gerungen über die Verhältnisse beim nüchternen gesunden Manne (guten 
Ernährungsstandes, bei Ruhe) eingehender beschrieben. Auf diese Zahlen 
sollen die ferneren Beobachtungen entsprechend bezogen werden. Im 
Mittel von 24 einzelnen Fällen, die zu je dreifachen Bestimmungen heran- 
gezogen wurden, ergaben sich einzelne Mittelwerte für Orthophosphat, 
die auf säurelöslichen (Gesamt-)Phosphor von 1,0 mg P bis 6,0 mg P 
in 100 ccm Serum bezogen waren (Mittelbereich) 0,8 mg P bis 5,0 mg P 
betrugen und danach den „Restphosphor“ zu 0,8 mg P bis 2,0 mg P 
ergaben, was wiederum in Prozenten auf die erstere Größe 8 bis 25 aus- 
machte. Die Tabelle dehnt sich indes weiter aus und umfaßt aus 
123 Einzelfällen für den säurelöslichen Phosphor ausgewählte Extreme 
(s. dort). Insgesamt genommen kommen für 24 Fälle, deren Durchschnitt 
und Schwellen also durch die aus deskriptiven Gründen erfolgte Auswahl 
nicht ganz dem objektiven Gesamtbilde entsprechen dürften, Grenzen 
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für „Restphosphor“ in Ansatz mit 0,03 mg P bis 1,00 mg P (100 ccm Serum); 
der Durchschnitt bezifferte sich zu 0,6 mg P, und die Prozente, bezogen 
auf die komplexe Größe zu 15, mit Extremen von rd. 10,0 bis rd. 20,0. 

Verf. stellte sich dann auf den Standpunkt, daß man sonach Werte 
über 0,4 mg P für 100 com Serum als „Restphosphor“ zunächst für 
stichhaltig ansehen dürfte. Die Befunde und Äußerungen von J. Green- 
wald, mehr methodologisch und vergleichend analytisch als unmittel- 
bar statistisch brauchbar t), passen sich im ganzen diesen Feststellungen an. 

Verf. untersuchte 1915 und 1916 mehrere Fälle von akuter 
gelber Leberatrophie. In dem Falle I wurde ein Verlauf be- 
obachtet, der einen Anstieg von 100°/,, schließlich 150°/, über 
den Grundwert bei Beginn der Krankheit zeigte. Zwei weitere 
Fälle (II und III) schlossen im schweren Stadium mit Werten 
von 16,5 mg P und 20,0 mg P für 100 ccm Serum ab, der erst- 
genannte (I) erreichte 24,6 mg. In den zugehörigen Betrach- 
tungen wurde die Parallelitát zur Aminosäurefraktion nach 
Bang, zur geläuterten Aminosäurefraktion nach Feigl und 
Luce (sowie amerikanischen Forschern) zur Kreatinin-Kreatin- 
gruppe, zum Purin- bzw. der Harnsäure hervorgehoben. 

Über die Struktur des komplexen säurelöslichen Phosphors 
dieser Untersuchungen belehrt uns folgende Tabelle I. 


Tabelle I. 


Gesamtphosphor und Restphosphor bei akuter gelber 
Leberatrophie. 


(mg P für 100 ccm Säure.) 





Orthophosphat-P Rest-P 
mg 





Fall Säurelöslicher P 
Termin mg 




















Aus dieser Tabelle geht hervor, daß bei akuter gelber 
Leberatrophie Werte von 10,0 mg Restphosphor für 100 ccm Serum 
vorkommen können, die im Falle I im schnellen Anstiege von 


1) Für die in Frage stehende Differentialanalyse unter Rücksicht 
auf präformiertes Orthophosphat kommen nur 2 Fälle in Betracht. 
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3,0 mg über 6,0 mg P bei entsprechenden Fristen (letzterer 
3 Tage!) erreicht wurden, während Fall III mit 8,0 mg P, 
zwei Tage vorher bereits 6,0 mg P zeigend, und Fall II mit 
3,0 mg bzw. 4,0 am drittletzten und vorletzten Tage abschließen. 

Es scheint sonach, als ob diese starken Anstiege, die 
gegen das einstweilen angenommene Maximum der Norm 
— 1,0 mg Rest-P für 100 ccm Serum — gewaltig abstechen, 
erst im späteren Verlauf häufig (nicht immer) erreicht werden 
(siehe Fall II). 

Nachdem wir ferner gesehen haben, daß bei einer Lager- 
erkrankung mit infektiöser Ätiologie und gleichzeitigem, von 
anderer Seite angenommenem Anklang an gewisse Erscheinungen 
der Beriberi!) in frischen Fällen der säurelösliche Phosphor 
zu gut 66°/, übernormal gefunden wurde, gingen wir auch hier 
der Frage nach dem Umfange der „Restphosphor“-Werte nach. 
In der ganzen Reihe von 53 Fällen wurden 34 Fälle gefunden, 
deren Differentialanalyse Restphosphor unter 1,0 mg zeigte und 
die sonach bei vorsichtiger Schätzung als der Norm ent- 
sprechend angesehen werden durften. Eben diese Fälle ent- 
hielten den Teil der Reihe mit normalem säurelöslichen Phos- 
phor, nur 4 Fälle waren mit 5,8; 6,2; 7,5; 7,6 mg P (Gesamt-) 
für 100 ccm Serum darunter vertreten. Es ließ sich im all- 
gemeinen zeigen, daß der Restphosphor stieg mit dem An- 
wachsen der komplexen Größe. Da sich ferner aus der ge- 
samten klinischen Kenntnis entwickeln ließ, daß hohe Phosphor- 


Tabelle II. 


Säurelöslicher Phosphor im Serum. 
(Lagererkrankung) Nüchternwerte. 
mg P in 100 ccm Serum. Anzahl der Beobachtungen absolut und prozentisch. 








ss] o [o] o ol: 5,6 18 244] 16 so| 121225] 6 12] ı 1s] 2 3,5 


1) Siehe bei Th. Rumpel und A. V. Knack (1916) zur Auf- 
fassung von K. Jürgens und B. Nocht. — Überdies Th. Rumpel, 
Uber Inanitionsódeme, Vortrag im ärztl. Verein zu Hamburg, Sitzung 
vom 3. VII. 1917. In der Diskussion lehnte die Überzahl der Ref. die 
Auffassung von B. Nocht ab. 
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werte im allgemeinen direkt proportional der Schwere der Er- 
krankung waren, so trifft diese Erwägung cet. par. auch für 
den „Restphosphor“ zu, der sonach gleichzeitig beschleunigterem 
Anwachsen unterworfen ist. Über die Einzelheiten belehren 
uns die Tabellen II, III. 


Tabelle II. 

Gesamtphosphor und Restphosphor bei derLagererkrankung. 
Verteilung der Befunde auf die untersuchten Fälle der Tab. II. absolut 
und in Prozenten. 

(mg P für 100 ccm Serum) 























Zahl der Fälle Säurelöslicher (Gesamt-)P Rest-P 
von Gesamt 53 normal | übernormal entsprechend 
(bis einschl. 6,0 mg) | (über 6,0 mg) 
34 30 4 unter 1,0 mg 
19 2 17 über 1,0 mg 
(bis einschl. 3,0 mg) 








Bei der Lagererkrankung wurden sonach „Restphosphor“- 
Werte beobachtet, die in schweren Fällen bis zu 3,0 mg für 
100 cem Serum anstiegen und die in Prozenten des säurelös- 
lichen Gesamtphosphors bis zu 40 darstellen, im größeren Durch- 
schnitt 33 erreichen und mit dem säurelöslichen Phosphor 
ziemlich parallel anwachsen. Es ergab sich aus Rücksicht auf 
naheliegende Vergleiche die Frage nach den Umstimmungen bei 
echten Avitaminosen. Verf. verfügt nur über wenige Beob- 
achtungen an Skorbut und Beriberi; blut-chemische Ergebnisse 
wurden früher hinsichtlich des Reststickstofigebietes mitgeteilt, 
auf die hier in dem Sinne verwiesen sei, daß die Bedeutung 
der Aminosáurefraktion hervortretend erkannt wurde!). 

Es ließ sich zeigen, daß bei 4 Fällen schweren Charakters 
der gesamte säurelösliche Phosphor bis zu 10,0 mg und selbst 
bis 16,0 mg P in 100 ccm Serum ansteigen konnte, worin 
rund 35°/, Restphosphor steckten mit absoluten Höchstwerten 
von 5,0 mg P in 100 ccm Serum. 

Die Betrachtung vorstehender Ergebnisse ist im Anschluß 
an die früheren Mitteilungen über diesen Gegenstand, insbe- 


1) Später wurden hierhergehörige Beobachtungen von C. Maase 
und H. Zondek, Deutsche med. Wochenschr. 1917, 16 mitgeteilt; auf 
diese, sowie eigene weitere Befunde, die A. V. Knack und J. Neu- 
mann, l. c. 1917, zur Verfügung gestellt wurden, kommt Verf. später 
noch einmal zurück. 
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sondere die erste, dahin zu ergänzen, daß alle Fälle frei von 
eigentlichen Nierenstörungen im Sinne des Morb. Brightii 
waren*). Für die Leberatrophie eingehend anatomisch, für die 
Lagererkrankung klinisch und funktionell erhärtet, ließ sich 
auch für die Avitaminosen Entsprechendes erweisen. Die Struk- 
tur des krystalloid vorkommenden Phosphors weist dann auch 
auf die Besonderheit der Restphosphorfraktion hin bei nur 
mäßig außernormalem Gesamtphosphor. Als Ursache werden 
destruktive Vorgänge vorausgesetzt. Die weitere Analyse der 
Verhältnisse verlangt indes die Mitberücksichtigung der Tat- 
sache, daß es sich bei einer gewissen Zahl der Fälle, ins- 
besondere der Leberatrophie, um Werte aus den letzten Krank- 
heitsstadien vor dem Exitus handelt. Wenn nach den früheren 
Beobachtungen des Verf. bekannt ist, daß terminal der säure- 
lösliche Phosphor ansteigen kann, was in der Tat häufig vor- 
kommt, so reduziert sich die Bedeutung des ersteren und führt 
zur Aufstellung der Frage nach der Bewegung im präformierten 
Orthophosphat bzw. im Restphosphor. Es hat sich nun ge- 
zeigt, was hier kurz vorgreifend zu erwähnen ist, daß das 
Orthophosphat in den Fällen, die früher terminal untersucht 
wurden, proportional zur Norm bzw. noch weiter darüber hin- 
aus anstieg, daß mithin der „Restphosphor“ häufig seinen 
Grundwert behielt und damit relativ abfiel. Zu untersuchen 
bleibt die Möglichkeit, ob konsumierende Krankheiten terminal 
auch im „Restphosphor“ gleiche Bewegungen zeigen. Immerhin 
kann man auch jetzt schon annehmen, daß der „Restphosphor“ 
auch gewissen Anstiegen unterworfen sein kann, womit sich 
indes die Bedeutung der Befunde kaum reduziert. 

Da die geschilderten Krankheitsfälle schweren Umstim- 
mungen entsprechen, ist es nicht verwunderlich, daß relativ 
große Ausschläge gefunden werden. Es ist weiterhin die Frage 
aufzuwerfen, ob mäßige Abwandlungen bei anderen Erkran- 
kungen auftreten können, was erst umfangreiche Unter- 
suchungen erhärten dürften. Die spezifischen Vorgänge bei der 
Leberatrophie sind durch Untersuchung der Krystalloide der 
Blutflüssigkeit illustriert und entsprechen dem rapiden Organ- 
zerfall. Über den Phosphorstoffwechsel bzw. den Lipoidbestand 


1) Befunde von K. Th. Fahr, l. c. 1917. 
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bei Avitaminosen und verwandten Krankheitsbildern ist be- 
kanntlich viel diskutiert worden*); noch jüngst wurde neben 
der Möglichkeit des Zerfalles diejenige erwogen, ob nicht den 
Erkrankten die Fähigkeit zur endgültigen Eingliederung mine- 
ralischer Phosphorkomplexe in höhere Gebilde — lipoidischen 
oder nucleinartigen Charakters — verloren gegangen sei 
(Th. Rumpel und A. V. Knack). In beiden Richtungen ist 
das Ergebnis über Phosphorverteilung uud „Restphosphor“ von 
Interesse, insoforn als einmal summarisch nachgewiesen sein 
dürfte, daß neben den hauptsächlichen mineralischen Phos- 
phaten (Orthosäure) andere, seien es different strukturierte an- 
organische, seien es organische Komplexe niederer Art, mit den 
Eigenschaften der (geringen) Dialysierbarkeit und der Nicht- 
fällbarkeit im Enteiweißungsvorgange vorhanden sein können. 
Diese können danach sowohl auf destruktivem, autolytischem 
Wege aus höheren Gebilden durch partielle Hydrolyse entstan- 
den sein, wie es als nahezu sicher bei der akuten gelben Leber- 
atrophie angenommen werden muß. Einen anderen Ursprung 
könnten sie in der Voraussetzung finden, daß die Synthese nur 
bis zu einfachen Komplexen fortschreitet und das ganze Werk 
nicht vollendet wird. Schematisch genommen: es könnte 
der »vielleicht entstandenen Glycerophosphorsáure (diese nicht 
im biologischen, sondern im chemischen Sinne als Typ ange- 
sehen) die Angliederung an die gleichzeitig fehlenden Fett- 
säuren zum „Lecithin“ versagt bleiben. 

Wie dem auch sei, es scheint die Tatsache der hohen 
Beträge für „Restphosphor“ hier von gewissem Interesse zu 
werden. Dieses um so mehr, wenn die chemisch-analytische 
Aufgabe in Angriff genommen und ev. gelöst sein wird, die 
Fraktion des „Restphosphors“ näher zu charakterisieren. 

Die analytischen Grundlagen waren die gleichen wie die 
in den vorstehend genannten früheren Arbeiten gewählten. Es 
wurde neben dem direkt fällbaren Orthophosphat der Gesamt- 
phosphor durch Extraktion und Enteiweißung bei saurer Re- 
aktion mit folgender Veraschung isoliert, beide Fraktionen 
nephelometrisch als Strychnindoppelsalz bestimmt. 


1) Die ältere Lipoidtheorie der Avitaminosen muß als widerlegt an- 
gesehen werden (C. Funk), siehe Verf. l. c. über Phosphate I, S. 396, 
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Nachdem nunmehr gezeigt worden ist, daß der „säure- 
lösliche“ Phosphor in weiten Grenzen pathochemischen Um- 
stimmungen unterworfen sein kann, nachdem der Begriff des 
„Restphosphors“ für die Norm in absoluten Werten und re- 
lativen Zahlen charakterisiert wurde, haben sich bei geeigneten 
pathologischen Zuständen Verhältnisse charakterisieren lassen, 
in denen er sowohl absolut wie relativ erheblich ansteigen 
kann. Es bleibt noch einmal die Frage zur Diskussion, ob der 
„Restphosphor“ nicht doch, wenigstens teilweise, ein Kunst- 
produkt hydrolytischer Natur sein könne unter der Annahme, 
daß die pathologischen Sera solche Komponenten führen bzw. 
derart veranlagt seien, daß die Hydrolyse (selbst in der ge- 
gegebenen schonenden Form) eingreifender wirken könne, als 
es in der Norm bzw. an den krystalloiden oder kolloiden Stoffen 
der gesunden Sera der Fall ist. Diese Frage bedarf weiterer 
aufmerksamer Beachtung, wenn schon die Tatsache, daß ge- 
wisse Sera bei paralleler Behandlung in bestimmten Verfahren 
so große Ausschläge für eine definierbare Fraktion zu geben 
vermögen, ihrerseits unmittelbar von Interesse und darum viel- 
leicht von Bedeutung ist. 


Schlußsätze. 


In der vorstehenden Mitteilung wird über das Verhalten 
des im Serum nachweisbaren „Restphosphors“ bei akuter gelber 
Leberatrophie sowie bei Erkrankungen, die in gewisser Weise 
den echten Avitaminosen ähneln, berichtet. 

In extremen Fällen kann der Restphosphor, der in der 
Norm noch unter 1,0 mg P für 100 ccm Serum bleibt, auf den 
zehnfachen Betrag ansteigen (Leberatrophie) und dann bis zu 
40°/, des säurelöslichen (Gesamt-)Phosphors ausmachen. Bei 
echten Avitaminosen und äußerlich verwandten Zuständen 
kamen Beträge bis 5,0 mg und 3,0 mg P vor mit dem Grade 
von 33°/, bis 40%/, der komplexen Größe. 


Studien zur Chemie der Eiweißkörper. 


I. Die Eiweißfraktionen des Blutplasmas. II. Zur Theorie 
der Bakterien- Agglutination. 


Von 


E. Herzfeld und R. Klinger. 


Aus dem chemischen Laboratorium der medizinischen Klinik und aus 
dem hygienischen Institut der Universität Zürich. 


(Eingegangen am 16. Juni 1917.) 


I. 


* Es wird allgemein angenommen, daß das Blutplasma fol- 
gende von einander verschiedene Eiweißkörper enthält: Das 
Fibrinogen, das Serum-Globulin und Serum-Albu- 
min. Die Globuline wurden weiter als Euglobuline und 
Pseudoglobuline unterschieden, neben dem Fibrinogen noch 
ein Fibringlobulin (Cohnheim) angenommen usw. Diese ein- 
zelnen Eiweißkörper wurden durch fraktionierte Salzfällungen 
oder durch Behandlung mit verdünnter Säure, durch Dialyse 
und ähnliche Fällungsmethoden dargestellt und als chemisch 
differente und in ihren Eigenschaften gut charakterisierte 
Körper angesehen. Zwar wurden einzelne Beobachtungen be- 
kannt, die dafür sprachen, daß unter gewissen Bedingungen 
die „Globulin“fraktion auf Kosten der Albumine des Serums 
vermehrt oder vermindert sein kann. Ein Versuch, die sämt- 
lichen Eiweißkörper des Blutes voneinander abzuleiten, wurde 
hingegen unseres Wissens nicht gemacht. 

Wir haben in unserer letzten Mitteilung (diese Zeitschr. 
83, 42, 1917) darauf hingewiesen, daß die Salzfällungsmethoden 
für die Trennung („Reindarstellung“) von Eiweißkörpern nicht 
zuverlässig sind und an dieser Stelle, sowie in früheren Ar- 
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beiten!) eine Erklärung der durch verdünnte Säuren bewirkten 
Eiweißfällungen gegeben. Vor allem haben uns aber unsere 
Studien der Immunkörper und des „Komplementes“ 
dazu geführt, die serologisch so wichtigen Beziehungen der 
einzelnen Eiweißarten des Blutes näher zu untersuchen. 

Wir teilen zunächst einige Versuche mit, welche zeigen, 
daß die verschiedenen Eiweißkörper des Plasmas keine Indi- 
vidualitäten im chemischen Sinne sind: 

Wenn das Fibrinogen ein strukturell gut differenzierter 
Eiweißkörper wäre und das Fibrin nichts anderes als aus- 
gefälltes Fibrinogen (wie dies vielfach noch angenommen wird), 
so müßte man durch Wiederauflösung von Fibrin, d. h. durch 
nochmaliges Überführen desselben in den kolloidalen Zustand 
(nach Entfernung des Thrombins) wieder zu einem Körper ge- 
langen, der die Eigenschaften des ursprünglichen Fibri- 
nogens aufweist, Es ist ja bekannt, daß wir Eiweißkörper, 
z. B. Eialbumin, ausfällen und hierauf wieder auflösen können, 
wobei die neue Lösung sich von der Ausgangslösung nur nach 
dem quantitativen, nicht aber qualitativen Gehalt unterscheidet. 
Der folgende Versuch zeigt, daß dies bei den Fibrinogen- 
lösungen nicht der Fall ist: 


In 100 ccm Rinderoxalatplasma wird durch Rekalzifieren die 
spontane Gerinnung hervorgerufen und das ausfallende Fibrin mit einem 
Glasstab gewonnen. Dasselbe wird zunächst 20 Stunden gewaschen, 
hierauf in 100 ccm einer Lösung von 1°/, Soda und 1%/, NaOH wieder 
aufgelöst. Hierbei fällt ein Niederschlag von CaCo, (aus überschüssigem 
CaCl,, vielleicht auch aus dem Kalk des Thrombins stammend) aus, 
der abzentrifugiert wird. Die Lösung wird hierauf mit verdünnter 
HCl bis zu noch schwach alkalischer Reaktion (entsprechend der natür- 
lichen Alkalinität des Plasmas) neutralisiert, so daß noch kein Eiweiß- 
niederschlag auftritt. Die erhaltene Lösung wurde nun mit (NH,),SO,(ää) 
gefällt, der Niederschlag mit gesättigter NaCl-Lösung ausgewaschen und 
in 2°/,iger NaCl-Lósung aufgelöst. Hierauf nochmals mit gesättigter 
NaCl-Lösung (zur Entfernung eventuell vorhandener Thrombinreste) ge- 
fällt und abermals in 2%/,igem NaCl gelöst. Von der mäßig opalescenten 
Lösung wurde durch Verdünnung mit Wasser eine 0,7°/,ige NaCl ent- 
haltende Lösung hergestellt, die mit gut wirksamer Thrombinlösung ge- 
prüft wurde: Es trat auch nach vielen Stunden keine Gerinnung ein, 
während eine gewöhnliche Fibrinogenlösung (aus dem gleichen Ausgangs- 
material [Oxalatplasma)) in wenigen Minuten gerann. Auch mit CaCl, 


1) Diese Zeitschr. 70, 262. 
Biochemische Zeitschrift Band 83. 16 
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allein blieb diese Lósung unverándert. Hingegen enthált sie deutlich 
gerinnungshemmende Körper, so daß ihr Zusatz den Eintritt der Gerin- 
nung von normaler Fibrinogenlösung verzögerte, ein Befund, welcher 
nach dem früher über die Gerinnung Mitgeteilten (diese Zeitschr. 71 und 
75) auf Vorkommen Fibrinogen in Lösung haltender Abbauprodukte 
zurückzuführen ist. 

Wir sehen somit, daß wir durch die Wiederauflösung des 
Fibrins zwar einen Eiweißkörper erhalten haben, welcher die 
Eigenschaften eines Globulins besitzt, aber vom 
Fibrinogen unterschieden ist, da er die für diesen 
Eiweißkörper charakteristische Fällbarkeit durch 
Thrombin nicht mehr besitzt. Die Ursache hiervon 
möchten wir in der Veränderung des physikalisch- 
chemischen Zustandes der Eiweißteilchen suchen; das 
Fibrinogen ist eine kolloidale Lösung von einem ganz be- 
stimmten (relativ niedrigen) Dispersitätsgrad, deren Teilchen 
sich in einem sehr labilen Gleichgewicht befinden. Ihre Ober- 
fläche ist zu Adsorptionen gut geeignet; sobald an ihr Throm- 
bin-Abbauprodukte adsorbiert werden, erfolgt die Fällung. 
Wird die Teilchengröße durch teilweise Aufspaltung derselben 
verändert, so verliert das Fibrinogen seine für die Gerinnung 
notwendigen Eigenschaften und unterscheidet sich nicht mehr 
wesentlich von den anderen Serumglobulinen. 

Dasselbe Ergebnis, d. h. der Verlust der Gerinnbarkeit 
mit Thrombin wird erzielt, wenn man eine reine Fibrinogen- 
lösung einige Zeit mit Lauge versetzt stehen läßt und hierauf 
mit einer noch nicht zu Fällungen führenden Menge Säure 
neutralisiert. Auch dieses Fibrinogen ist vollständig unfällbar 
durch Thrombin; als Ursache darf auch hierbei eine Erhöhung 
des Dispersitätsgrades durch die Alkalihydrolyse angenommen 
werden; „Globuline“ lassen sich in einer solchen Lösung da- 
gegen reichlich nachweisen. 

Wenn wir dagegen eine Fibrinogenlösung durch Alkohol fällen, 
auszentrifugieren und den Niederschlag in Wasser aufnehmen, so er- 
halten wir eine Flüssigkeit, die eine schwache Trübung von feinem kol- 
loidalen Fibrinogen nebst vielen gröberen Flocken und Fetzen unlös- 
lichen Fibrinogens aufweist. Mit Thrombin gerinnt eine solche „Lösung“ 
noch prompt, sogar rascher (wenn auch weniger fest) als eine unbehan- 
delte, gut kolloidale Lösung von gleichem Fibrinogengehalt. Die Teil- 
chen wurden durch die Alkoholfällung, soweit sie sich bei dem großen 
Mangel an Abbauprodukten nach der Fällung überhaupt noch kolloidal 
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verteilen lassen, eher gróber dispers und daher fiir das Thrombin nur 
um so besser fällbar. 

Sprechen diese Versuche dafür, daß die Grenze zwischen 
Fibrinogen und Serumglobulinen keine chemisch festsetzbare 
ist, so läßt sich durch folgende Versuchsanordnung das Gleiche 
für die Grenze zwischen Globulinen und Albuminen zeigen: 

Eine bekannte Methode der Darstellung der Serumglobu- 
line ist die von Sachs und Altmann für die Abtrennung 
des „Komplement-Mittelstückes“ angegebene Verdünnung des 
Serums mit ”/,, HCL Bei einem optimalen Zusatz (ca. 1:9) 
fällt hierbei die Globulinfraktion des Serums aus. (Ein Über 
schuß von Säure führt zur Wiederauflösung der Trübung und 
muß vermieden werden.) Die Globuline werden nach einstün- 
digem Stehen abzentrifugiert, die Albumine mit "/,,- Lauge 
neutralisiert. Versetzt man diese Albuminlösung mit dem 
fünffachen Volumen absol. Alkohols, so trübt sie sich zwar 
opalescent; eine deutliche Fällung wird dagegen erst erhalten, 
wenn man noch 0,3 ccm konz. NaCl-Lösung zugibt, resp. die 
Albumine vor der Alkoholbehandlung auf 1°/, NaCl-Gehalt 
bringt. Der Niederschlag wird sofort!) abzentrifugiert. Er 
löst sich in Wasser (10 ccm) ziemlich rasch auf und gibt eine 
mäßig opalescente, homogene Lösung. Setzen wir derselben 
nun abermals etwas Säure zu (0,3 einer ”/,- HCl, somit die- 
selbe Säurekonzentration wie bei der ersten Globulinfällung), 
so tritt sofort eine neuerliche „Globulin“abscheidung ein; diese 
zweite Globulinfraktion, die ganz aus den ,Albuminen“ ge- 
wonnen wurde, läßt sich abzentrifugieren und in phys. NaCl- 
Lösung auflösen (wo sie sich etwas langsamer und opalescenter 
löst als die erste Glob.-Frakt.). Durch die Alkoholfällung wurde 
der Dispersitätsgrad der Eiweißteilchen herabgesetzt, ein Teil 
der Abbauprodukte herausgelóst. Die Teilchen wurden dadurch 
z. T. wieder auf die Stufe der „Globuline“ gebracht, sie werden 
wieder leichter fällbar und flocken deshalb schon bei Neutra- 
lisierung der Lösung aus. 

Wenn wir diese zweite Globulinfraktion abzentrifugieren, erhalten 
wir als Abguß eine Albuminfraktion II, die nach Neutralisierung mit 


1) Durch längeres Stehen mit Alkohol wird er schwer resp. fast 
nicht mehr löslich, weil die Abbauprodukte immer mehr ausgelaugt 


werden. 
16* 
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Alkohol gefällt einen Niederschlag liefert, der sich in Wasser schon 
leicht auflöst, somit bereits Albumosencharakter besitzt. Dies geht 
namentlich auch daraus hervor, daß derselbe durch Hitze nicht mehr 
koaguliert wird. 


Wir haben im Vorhergehenden eine Reihe von Tatsachen 
angeführt, die dafür sprechen, daß die Bluteiweißkörper eine 
zusammenhängende Reihe bilden, deren einzelne, durch be- 
stimmte Einwirkungen ausfällbare Stufen ineinander über- 
gehen. Jedes Teilchen macht eine absteigende Entwicklung 
durch, die von dem Momente seines Freiwerdens aus der Zelle 
einsetzt und bis zur Aufspaltung in niederste (dialysable) Bau- 
steine führt. Den Ablauf dieser Evolution könnte man sich 
etwa in folgender Weise vorstellen: > 


Alle Bluteiweißkörper stammen aus Zellen, durch deren 
Zerfall sie in die Blut-(resp. Lymph-)flüssigkeit gelangen. Solche 
Zellen sind vermutlich in erster Linie die weißen Blutzellen, 
die zweifellos, wie aus den Arbeiten von Morawitz und Rehn, 
Pfeiffer, P.Th. Müller u.a. hervorgeht, mit dem Eiweiß- (spez. 
Fibrinogen-)Gehalt des Blutes in Beziehung stehen. Ferner wohl 
auch die Blutplättchen, sowie manche Zellen des Bindegewebes, 
sofern dieselben an Stellen zerfallen, welche direkte Verbindung 
(durch Lymphspalten und Lymphgefäße) mit dem Blute haben, 
d. h. nicht durch Membranen von der zirkulierenden Blutflüssig- 
keit abgeschlossen sind. Löst sich eine Zelle auf, so liefert sie 
zuerst noch mikroskopische Trümmer, die aber rasch in ultra- 
mikroskopische Teilchen sich aufspalten. Zu jeder kolloidalen 
Verteilung von Eiweiß ist notwendig, daß die Oberfläche ein 
Minimum an Abbauprodukten enthält, die durch ihre eigene 
Wasserlöslichkeit diejenige des ganzen Teilchens bewirken. Ur- 
sprünglich tragen nun diese Teilchen, die aus dem Zerfall des 
Zellplasmas hervorgehen, nur sehr wenig Abbauprodukte, sie 
können sich daher nur in dem Maße, als diese letzteren vor- 
handen sind, in höher disperse Phasen aufteilen. Die einzelnen 
neu entstandenen Kolloidteilchen haben nur ebenso viel von 
Albumosen, Peptiden usw. an ihrer Oberfläche, als ausreicht, 
um ihre momentane Dispersität zu ermöglichen; sie besitzen 
aber in höherem Maße die Fähigkeit, weitere Abbauprodukte 
an ihrer frischen („empfänglichen“) Oberfläche zu adsorbieren, 
wodurch sie allmählich höhere Dispersitätsgrade erreichen 
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können. Diese erste Stufe relativ niedrig disperser Eiweiß- 
teilchen entspricht dem Fibrinogen, so genannt, weil auf ihnen 
die Eigenschaft des Blutplasmas, unter geeigneten Bedingungen 
zu gerinnen, beruht. Die Größe der Teilchen und ihre „Unter- 
sättigung“ an Abbauprodukten bedingt nämlich eine große La- 
bilität, die in einem sehr ausgesprochenen Fällungsvermögen 
zum Ausdruck kommt (schon bei Erhitzen auf 55°, ferner bei 
der Salzfällung, indem sie schon durch viel niedrigere Konzen- 
trationen von Neutralsalzen ausgefällt werden als die übrigen 
Serumeiweißkörper). Ihr Lösungszustand ist so labil, daß schon 
die Adsorption gewisser, weniger löslicher Abbauprodukte (der 
CaCl -Verbindungen der als Thrombin bekannten Polypeptide), 
die ihre Löslichkeit in Wasser herabsetzen, zu ihrer Ausflok- 
kung („Gerinnung“) führt. 

Aus den Fibrinogenteilchen geht durch allmähliche Auf- 
teilung in kleinere Bruchstücke eine Stufenfolge von Eiweiß- 
kolloiden hervor, bei welchen die Größe des festen (hoch- 
synthetisierten) Kernes stetig abnimmt, während die relative 
Menge der an ihrer Oberfläche sitzenden Abbauprodukte sich 
dauernd vermehrt. Da nun die Stabilität der Teilchen, ihre 
kolloidale Verteilbarkeit und direkte Löslichkeit in Wasser um 
so größer wird, je günstiger sich das Verhältnis lösliche Abbau- 
produkte : Teilchengröße gestaltet, so erklärt sich daraus die 
immer schwerere Aussalzbarkeit und sonstige Fällbarkeit der- 
selben, je mehr sie sich aufspalten; sie gehen durch die 
„Euglobulin“- und „Pseudoglobulin“-Stufe in die „Albumine“ 
und schließlich in die nicht mehr koagulablen Eiweiß-„Abbau- 
produkte“ des Serums über; diese liefern noch tiefere Spalt- 
produkte, die bereits durch Membranen passieren und teils als 
solche, teils nach Oxydation in Harnstoff usw. ausgeschieden wer- 
den. Je mehr an Abbauprodukten die Oberfläche eines Teilchens 
bereits trägt, desto geringer wird sein eigenes Adsorptionsver- 
mögen. Am besten dürften wohl die großen, der Fibrinogen- 
stufe entsprechenden Partikelchen adsorbieren, ein Umstand, 
auf welchen wir bei Besprechung der Antikörperbildung noch 
zurückkommen werden; weniger gut adsorbieren die „Globuline“, 
am schlechtesten die „Albumine“. 


In Exsudaten finden wir alle Bluteiweißkörper, da infolge der 
gesteigerten Durchlässigkeit der entzündlich veränderten (oder wenigstens 
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erweiterten) Gefäßwandungen auch die größten (Fibrinogen) Eiweißteilchen 
(häufig ja sogar Erythrocyten!) austreten können. In Ergüssen mit ge- 
ringerer Endothelschädigung (oder wenn die entzündlichen Erscheinungen 
schon länger zurückliegen) dürfte dagegen der Fibrinogengehalt wenig- 
stens z. T. auch durch den Zerfall aktiv einwandernder Leukocyten er- 
klärbar sein, d. h. am Orte selbst entstanden sein. Transsudate ent- 
halten in der Regel weder Leukocyten noch Fibrinogen in nennenswerter 
Menge, sondern nur „Globuline“, namentlich aber „Albumine*. 

Die Milch ist frei von Fibrinogen (gerinnt mit Thrombin nicht), 
ist somit ein eigentliches Transsudat, soweit ihr Eiweiß direkt aus dem 
Blut stammt. Daß dies für einen Teil der Milcheiweißkörper der Fall 
ist, beweist die Anwesenheit von Immun-Antikörpern in der Milch, sowie 
ihr Gehalt von 1°/, Albumin. Daneben findet sich in der Milch aber 
auch Eiweiß, das durch den Zerfall (die „Sekretionstätigkeit“) der Drüsen- 
zellen in sie gelangt. Nach dem Obigen ist verständlich, daß die aus 
dieser Quelle herstammenden Eiweißteilchen z. T. noch grob dispers und 
wenig stabil sind: das „Casein“, das bekanntlich ähnlich wie Fibrinogen 
ausfällt (gerinnt), wenn es mit gewissen CaCl,-Abbauprodukten („Lab“) 
zusammenkommt und dieselben adsorbiert, übrigens auch gegenüber 
den anderen Fällungsmitteln wie Säure, Neutralsalze usw. sehr labil ist. 


Das Casein ist, seiner Herkunft von gut differenzierten Drüsen- 
zellen entsprechend, in seinem chemischen Bau deutlich charakterisiert 
und von den Bluteiweißkörpern unterschieden. Diese Tatsache veranlaßt 
uns, auch in bezug auf diese letzteren zu betonen, daß wir natürlich 
nicht eine vollständige chemische Gleichheit aller im Blutplasma vor- 
kommenden Eiweißteilchen annehmen wollen. Wir haben vielmehr schon 
oben erwähnt, daß verschiedene Zellen (vielleicht selbst die Leber- 
zellen?) durch ihren Zerfall die Bluteiweißkörper liefern. Es ist daher 
wahrscheinlich, daß die chemische Konstitution der Eiweißteilchen, je 
nachdem sie aus dieser oder jener Zelle stammen, eine etwas andere 
sein wird. Nur können diese Differenzen bei den zur Isolierung der 
einzelnen „Fraktionen“ üblichen Methoden nicht zur Geltung kommen; 
diese beruhen — dies ist unsere hier aufgestellte These — vielmehr aus- 
schließlich auf physikalisch-chemischen Unterschieden der Teilchen. — 
Ob das Fibrinogen, wie wir es im Vorhergehenden angenommen haben, 
tatsächlich nichts weiter als die niedrigst disperse Stufe der Plasma- 
kolloide ist, oder ob auch Besonderheiten der chemischen Konstitu- 
tion sein so hohes Adsorptionsvermögen für Thrombin bedingen, müssen 
wir noch offen lassen, neigen aber der ersteren Ansicht zu. 


Manche biochemische Eigenschaften, die einzelnen Fraktionen eines 
Serums zukommen (wie Gehalt an Antikörper, an Mittel- oder Endstück 
des Komplementes, an Prothrombin usw.), beruhen nicht auf einer be- 
sonderen chemischen Natur dieser Eiweißteilchen, sondern auf Adsorp- 
tionsvorgängen, die vor oder während der Ausfällung derselben statt- 
finden; sie berechtigen uns daher nicht, eine Verschiedenheit im chemi- 
schen Sinne zu postulieren. 
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Von schon bekannten Tatsachen, die fiir eine Umwandlung der 
BluteiweiBkórper in dem von uns angenommenen Sinne sprechen, 
möchten wir hier folgendes erwähnen: Das Schwinden des Fibrinogens, 
sobald die hydrolytischen Aufspaltungen im Körper besonders gesteigert 
werden; dies ist anscheinend bei der Phosphorvergiftung der Fall 
(Jacoby), sowie bei experimenteller Leberausschaltung oder Exstir- 
pation. Vermehrung des Globulinanteiles der Bluteiweißkörper wurde 
gefunden bei hungernden Tieren sowie nach Aderlässen (Inagaki). Bei 
allen diesen Beobachtungen handelt es sich freilich um Feststellungen, 
die vieldeutig sind und darum nicht als Beweise, sondern bloß als 
eventuelle Stützen unserer Annahme gelten können. Etwas besser ver- 
wertbar ist der von van der Velde gemachte Befund, daß die Menge 
der Globuline in Seren, die längere Zeit aufbewahrt wurden (stärker 
autolysiert sind), sich verändert, was später von Porges und Pribram 
auch für die immunkörperhaltige Fraktion von Heilseren erhärtet wurde. 
Ferner die Mitteilung von Chalupetzki (Wiener med. Wochenschr. 1913), 
daß durch die Bestrahlung mit ultraviolettem Licht die Globulinfraktion 
quantitativ verändert wird. 


Fragen wir uns noch nach der Ursache dieser Evolution 
der Bluteiweißkörper, so muß folgendes hervorgehoben werden: 
während in einem allseitig geschlossenen Behälter, in dem sich 
Eiweißkörper verschieden hoher Stufen befinden, nach einer 
bestimmten Zeit stets ein Gleichgewicht zustande kommt, so 
daß weitere Aufspaltungen nicht mehr erfolgen, liegen die Ver- 
hältnisse in einem Gefäßsystem, wie es der lebende Organis- 
mus besitzt, ganz anders. Hier ist nämlich durch die Einschal- 
tung der Nierenfilter *) die Möglichkeit geboten, daß fortwährend 
die niederen Bausteine ausgeschieden werden. Dies hat zur 
Folge, daß überhaupt kein Gleichgewicht zustande kommt, son- 
dern ein fortwährendes Strömen, eine Bewegung aller Stufen 
in der Richtung auf die dialysable, ausscheidbare Stufe hin 
besteht. Denn durch Entfernung der einen (niedersten) Stufe 
sind die Körper der nächst höheren nicht mehr in demselben 
Maße existenzfähig, sie zerfallen ihrerseits und ziehen wieder 
die über ihnen stehenden nach, wie in einer Sanduhr auch die 
höchstliegenden Körner immer tiefer sinken und schließlich 
durchfallen. 

Die Dauer dieser Evolution dürfte je nach den Umständen 


1) Wir sehen von den Hautdrüsen und anderen Möglichkeiten, die 
vielleicht für die Eliminierung niederer N-Körper bestehen (Oxydations- 
vorgänge, Lebertätigkeit usw.) ab. 
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eine verschieden große sein, z. B. bei gesteigerten Abbauvor- 
gängen (etwa Fieber) schneller verlaufen, bei Warmblütern 
rascher als bei Kaltblütern usw. Natürlich werden auch die 
einzelnen Teilchen unter sich verschieden schnell abgebaut 
werden, vielleicht je nach ihrer ursprünglichen Beschaffenheit 
(Zellabstammung) und individuellen Schicksalen 1). 


Zusammenfassung: 


Die Arbeit enthält verschiedene experimentelle Daten (Be- 
obachtungen an Fibrin- und Albuminlösungen usw.), die da- 
für sprechen, daß die verschiedenen, durch Salzfällungen und 
andere Methoden trennbaren Bluteiweißkörper nicht chemische 
Individualitäten sind, sondern eine zusammenhängende Reihe 
bilden, deren einzelne Glieder gesetzmäßig ineinander über- 
gehen. Diese Evolution beginnt bei den niedrigst dispersen 
Teilchen der Fibrinogenstufe und führt über die Globuline 
und Albumine zu nicht mehr koagulierbaren Körpern. 


Io. 


Zur Theorie der Bakterienagglutination. 


Die erste Betrachtung einer Bakterienaufschwemmung, 
deren Trübung sich beim Schütteln selbst mit freiem Auge 
als nicht homogen erweist, ließe erwarten, daß dieselbe sich 
nach den für Suspensionen gültigen Gesetzen verhalten 
werde. Die eingehenden Untersuchungen, die dieser Frage 
gewidmet wurden, haben aber gezeigt, daß dies eigentlich nur 
für sensibilisierte Bakterien gilt, während Aufschwemmungen 
nativer Bakterien in der Regel wie kolloidale Eiweißlösungen, 
d.h. wie hydrophile Kolloide ausgefällt werden. Die Zahl der Theo- 
rien, die aufgestellt wurden, um die Erscheinungen der Bakterien- 
agglutination zu erklären, sind sehr groß, namentlich diejenigen, die 
von physikalischen und elektrochemischen Gesichtspunkten aus- 
gehen. Wir möchten hier (als Vorarbeit der in der nächsten 
Mitteilung folgenden Untersuchungen über Immunität) kurz 








1) Ein ganz ungefähres Bild von der Schnelligkeit dieser Evolution 
(wenigstens bis zur Albuminstufe) gibt uns die Dauer des Bestehens von 
Immunstoffen im Körper, die ja an die Globulinphase der Antikörper- 
Eiweißteilchen gebunden ist und ca. 6 bis 12 Monate beträgt. 
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darlegen, wie wir uns das Zustandekommen dieser und ähn- 
licher Fällungen vorstellen; es handelt sich hierbei nicht etwa 
um die Einführung besonderer oder neuer Begriffe, nur die 
Art der Auffassung der einzelnen Vorgänge dürfte in mancher 
Hinsicht von früheren abweichen und vielleicht auch etwas 
einfacher sein. 

Wir ziehen zunächst die Ausfällung von Bakterienauf- 
schwemmungen in Betracht, die nicht sensibilisiert (mit anti- 
körperhaltigem Serum in Berührung gewesen) sind. Hier steht 
fest, daß dieselben durch Neutralsalze erst in jener Kon- 
zentration gefällt werden, bei der auch typische Eiweiß- 
körper (spez. „Globuline“) ausfallen; durch Metallsalze werden 
sie ebenfalls agglutiniert und zwar bei Konzentrationen, die 
auch für verdünnte Eiweißlösungen flockend wirken. Das gleiche 
gilt schließlich noch für Säuren, deren Verhalten gegenüber 
Bakterien besonders eingehend studiert wurde, weil sich für 
die einzelnen Arten charakteristische Optima der (H') ergaben 
(Michaelis, Beniasch u. a.). Gegenüber diesen Agentien ver- 
halten sich Bakterienaufschwemmungen somit wie Eiweiß- 
lösungen, und es besteht kein Grund, für diese Fällungen eine 
andere Erklärung anzunehmen, als sie für kolloidal verteilte 
Eiweißkörper angenommen werden muß., Für die Ausflockung 
von Eiweißteilchen haben wir schon in früheren Mitteilungen 
die unserer Ansicht nach maßgebenden Momente klargelegt; 
während wir dort aber vor allem die chemische Seite dieser 
Vorgänge betrachtet haben, möchten wir hier auch die physi- 
kalisch-chemische Seite derselben näher ins Auge fassen. 

Wenn wir Eiweiß durch Erhitzen koagulieren, erhalten wir 
einen festen Klumpen, der sich nicht mehr ohne weiteres kol- 
loidal in Wasser verteilen läßt. Die einzelnen Eiweißteilchen 
sind fest aneinander verklebt, die ganze Masse enthält fast 
keine wasserlöslichen Substanzen und ist daher im ganzen 
wasserunlöslich. Durch das Kochen wurden alle Abbauprodukte, 
die sich an den Oberflächen der Teilchen befinden und ihre 
kolloidale Verteilung vermittelt hatten, aufgespalten und mit 
dem Abguß entfernt. Trocknen wir dagegen natives Eiweiß, 
so können wir es zwar auch in eine harte Masse umwandeln, 
in Wasser geht es aber rasch wieder in kolloidale Lösung, in- 
dem die Oberflächen Wasser anziehen und aufquellen. Jedes 
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Teilchen wird so von einer Spháre umgeben, die aus den fest 
an der Oberfliche haftenden Abbauprodukten und aus einer 
Zone von Wasser besteht, das durch die wasserlöslichen 
Peptide gebunden wird. In dieser Zone wird das Wasser 
durch die Abbauprodukte festgehalten, wodurch eine 
Art von Hülle um die Teilchen geschaffen wird, die 
verhindert, daß sie sich, der gegenseitigen Massen- 
anziehung folgend, aneinanderlegen und verkleben. Die 
„Wasserlöslichkeit“ (Hydrophilie) der Oberfläche, namentlich in 
ihrem Verhältnis zu der Masse der Teilchen, ist somit für die Verteil- 
barkeit derselben entscheidend. Nimmt sie ab, während die 
Masse gleichbleibt oder sogar zunimmt, so können diejenigen 
Momente, welche die Teilchen einander zu nähern streben, 
leicht das Übergewicht bekommen. Die erste Folge ist ein 
Verkleben einzelner Partikelchen zu kleinen Komplexen, somit 
eine Verminderung des Dispersitätsgrades. Hierbei kann das 
Gleichgewicht wieder erzielt werden, wenn die Löslichkeit der 
Oberfläche der neuen Teilchengröße entspricht. Ist dies nicht 
der Fall, so werden sich die neu entstandenen Komplexe weiter 
annähern, verkleben und als sichtbare Trübung, schließlich als 
Flocken ausfallen. 

Ein bekanntes Beispiel für den Einfluß der Löslichkeit 
der Oberfläche auf die Agglutination ist der Versuch mit ein- 
geseiften Zündhölzchen, die auf alkalischem Wasser (worin ihre 
Seifenoberfläche „löslich“ ist) in beliebiger Verteilung gehalten 
werden können, nach Ansäuerung des Wassers aber (Umwand- 
lung der Seife in schwer lösliche Fettsäuren) sich aneinander 
lagern, „agglutinieren“. 

Bei Bakterien wie bei Eiweißteilchen wird die Wasser- 
löslichkeit durch Abbauprodukte bedingt, die an den Ober- 
flächen adsorbiert sind. Diesem Umstande verdanken es die 
Bakterien, daß sie sich trotz ihrer Größe wie eigentliche Ei. 
weißlösungen verhalten. Wird nun die Löslichkeit dieser Ab- 
bauprodukte dadurch herabgesetzt, daß die Alkalisalze der 
endständigen Aminosäuren in schwerer lösliche freie Amino- 
säuren („Säureagglutination“) oder in schwer bis unlösliche 
Metallsalze umgewandelt werden, so fallen die Bakterien aus; 
wir zweifeln nicht, daß dieser Vorgang mit der Ausfällung von 
Eiweißkörpern, z. B. Serumglobulinen, identisch ist. Nur der 
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Tráger der Abbauprodukte ist ein verschiedener (bei den Bak- 
terien ist die an der „Löslichkeit“ aktiv beteiligte Oberfläche 
relativ klein im Verhältnis zu der ausgedehnten, für den Vor- 
gang aber indifferenten Bakterienleibesmasse), während bei 
kolloidalen Eiweißteilchen die innere, ebenfalls indifferente 
Masse des eigentlichen (hoch synthetisierten) Eiweißes im Ver- 
gleich zur Oberfläche relativ klein ist. 


Die Säureagglutination der Bakterien zeigt für einzelne Arten 
verschiedene (zwischen ca. 1075 bis 10._3 variierende) Optima. Dasselbe 
gilt auch für die „Globulinfällung“ in verdünnten Seren, die eben- 
falls bei verschiedenen Spezies anders liegende Optima aufweist (z. B- 
beim Versetzen mit ”/¿p-HCl (Globulinfällung nach Sachs und Alt- 
mann) maximale Fällung innerhalb Grenzen von 1:6 bis 1:15 (Serum : 
Säure) und für andere Eiweißkörper (Michaelis). Der Grund liegt 
wohl in der chemisch differenten Zusammensetzung der einzelnen Ei- 
weißarten resp. ihrer Oberflächen. Interessant ist auch, daß es leichter 
und schwerer mit Säure fällbare Bakterien gibt, daß z. B. viele Koliarten 
überhaupt nicht ausflocken. Es liegt nahe, diese Arten mit den Serum- 
„albuminen“ in Analogie zu setzen, d. h. anzunehmen, daß ihre Abbau- 
produkte so beschaffen sind, daß die Umwandlung der COONa- in 
COOH-Gruppen für ihre Löslichkeit ohne größere Bedeutung ist (sei 
es, daß sie auch als freie Säuren noch gut löslich sind, oder daß die 
Löslichkeit des ganzen Komplexes überhaupt von anderen Momenten 
[z. B. Salzbindungen usw.] abhängt). Wenn man gewisse Bakterien, z. B. 
Typhusbacillen, mehrmals in Wasser wäscht, werden sie viel schlechter 
säureagglutinabel. Die Abbauprodukte an den GeiBelfortsátzen (die im 
Waschwasser zurückbleiben) sind somit viel säureempfindlicher, d. h. 
nach Neutralisierung unlöslicher als die beim Waschen nicht entfern- 
baren, den Bacillenleib direkt umgebenden Substanzen. Das erste 
Waschwasser ist dagegen auch nach Entfernung (scharfem Zentrifugieren) 
der Bakterien noch reich an Kolloiden, die bei der für Typhus charak- 
teristischen (H') ausgeflockt werden (gut demonstrierbar bei Zusatz 
von Kaolin oder Stärke als Vehikel der Fällung). Auch Erhitzen der 
Bakterien setzt ihre Säureagglutinabilität herab. Wenn man das eben 
erwähnte Typhusbacillenwaschwasser */, St. auf 60° erhitzt, hat es den 
größten Teil seiner spezifischen Säureagglutinierbarkeit eingebüßt. 


Bei anderen Fällungsvorgängen dürfte neben Verände- 
rungen der Wasserlöslichkeit der Oberflächen noch eine pri- 
märe Verminderung des Dispersitätsgrades von Bedeutung sein. 
Dies ist für alle Fällungen wahrscheinlich, die auf Grund 
von Antigen-Antikörperreaktionen erfolgen. Wir möchten auf 
das Wesen dieser Vorgänge erst in der folgenden Arbeit näher 
eingehen und hier nur erwähnen, daß auch wir dieselben für 
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zweifellose Adsorptionsvorgänge ansehen, denen zufolge die 
eine Art von Kolloidteilchen (das Antigen) an bestimmten anderen 
(dem Antikörper) fixiert wird. Es kommt dadurch zu einer 
Aneinanderlagerung von Teilchen zu kleinen Komplexen, so- 
mit zu einer Herabsetzung des Dispersitätsgrades dieser Kol- 
loide. Sind die einen von diesen Teilchen gut wasserlóslich 
(reich an Abbauprodukten, vielleicht sogar nur Abbauprodukte), 
so wird der neue Komplex stabil bleiben können, d.h. es tritt 
keine Fällung ein (bei den meisten Toxin-Antitoxingemischen). 
Handelt es sich dagegen um größere Teilchen, die sich schon 
vorher in einem labilen Gleichgewichts-(Lösungs-)zustande be- 
funden hatten (z. B. Globuline eines Serums), so weist der neue 
Komplex häufig nicht mehr die nötige Menge Abbauprodukte 
auf, die seine Stabilität garantieren. Durch die Aneinander- 
lagerung mehrerer Teilchen wurde die Masse derselben ver- 
größert, die Oberfläche aber (relativ zur Masse) verringert, wahr- 
scheinlich auch in ihrer Wasserlöslichkeit herabgesetzt. Das 
„Wasseranziehungsvermögen“ der Oberfläche und die gegen- 
seitige Anziehung der Teilchen sind daher nicht mehr im Gleich- 
gewicht; die letztere überwiegt und führt zur weiteren Anein- 
anderlagerung, die über die Stufen der Opalescenz und Trü- 
bung zur Flockung führt (spezifische Präcipitation und ähn- 
liches.) 

Wir werden im folgenden sehen, daß eine bereits begonnene An- 
einanderlagerung (Dispersitätsverminderung) nicht immer bis zur Flockung 
führen muß, sondern halbwegs (z. B. als opalescente Trübung der Lösung) 
wieder stabil werden kann, wenn hierbei ein Gleichgewicht zwischen den 
antagonistischen Kräften erreicht wird; eine neuerliche Verschiebung 


desselben gegen die Fällung hin hat dann erst die eigentliche Ausflockung 
zur Folge. 


Wir haben mit den letzterwähnten Erscheinungen bereits 
den Boden der spezifischen Fällungen betreten und können 
nunmehr die Agglutination der „sensibilisierten“ Bakterien 
analysieren. Worauf beruht diese Ausflockung und wie ist die 
seit Bordets Untersuchung bekannte Notwendigkeit von Salzen 
zur Agglutination zu erklären? 

Wir möchten, bevor wir das Verhalten der Bakterien selbst 
studieren, ein Phänomen beschreiben, das uns beim Ver- 
ständnis des Folgenden gute Dienste leisten kann und ähnlich 
wie der oben erwähnte Zündholzversuch jederzeit leicht de- 
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monstrierbar ist. Wenn man Serum ca. 10fach mit Wasser ver- 
dünnt, wird es durch Zusatz von abs. Alkohol nicht mehr ge- 
fällt. Mit 3 bis 4facher Menge Alkohol versetzt, trübt es sich 
stärker opalescent, hält sich aber dauernd in kolloidaler Ver- 
teilung, die sich durch die Opalescenz als niedriger dispers im 
Vergleich zum ursprünglichen Serum erweist. Setzen wir nun 
etwas Salz zu, so wird die Trübung schnell opak, und in 10 
bis 30 Minuten scheidet sich ein flockiger Niederschlag von Ei- 
weiß ab. Im Alkohol (welcher auch einen Teil der Abbau- 
produkte von den Eiweißoberflächen löst) wird die Löslichkeit 
der Teilchen geringer, sie legen sich daher zu kleinen Kom- 
plexen zusammen, es kommt zu einer sichtbaren Verminderung 
der Dispersität. Sobald aber das Gleichgewicht von Löslichkeit 
und Anziehung der Teilchen erreicht ist — wichtig hierfür ist, 
daß das Serum stärker verdünnt war, die Teilchen also größere 
Abstände besitzen und außerdem wenig Salze zugegen sind —, 
bleibt die Lösung stabil und hält sich tagelang in diesem Zu- 
stande. Setzen wir nun aber etwas Salz zu (einige Tropfen 
einer 1 bis 5°/ igen NaCl-Lösung), so tritt sofort eine stärkere 
Trübung ein, die Flüssigkeit wird undurchsichtig, und nach 10 
bis 20 Min. (je nach der Salzmenge) scheidet sich das Eiweiß in 
Form von deutlichen Flocken aus. Als Ursache darf wohl an- 
genommen werden, daß das Salz das Wasser mit mehr Energie 
an sich zieht als die Abbauprodukte; hierdurch werden die 
Wassermoleküle, die bisher dem Kolloid zur Verfügung ge- 
standen haben, diesem gewissermaßen entzogen, indem sie in 
die Anziehungssphäre der Salzmoleküle gebannt und so in Be- 
schlag genommen werden*). Diese Wasserentziehung genügt, um 
bei den schon vorher labilen Eiweißteilchen die gegenseitige 
Anziehung überwiegend zu machen, sie nähern sich und ver- 
kleben zu Flocken. 

Elektrolyte sind zur Hervorbringung dieser Fällung zwar 
in erster Linie, aber keineswegs ausschließlich geeignet. Auch 
mit Traubenzucker, mit Mannit, ferner mit Salzen schwächer disso- 
ziierter Säuren wie Na-Citrat gelingt die Fällung; schwerlösliche 


1) Für die Erklärung der Salzeinflüsse auf Quellung und Gallerten- 
bildung wurde auch von Höber (Physikal. Chemie der Zelle, 1914, 
S. 318) eine „Konkurrenz zwischen der Hydrophilie der Kolloide und 
derjenigen der Ionen“ angenommen. 
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Salze wie Na-Oxalat*), ferner gewisse andere Körper, wie zB. 
Harnstoff, vermögen sie dagegen nicht auszulösen. Zu hoher 
Salzgehalt (gesätt. NaCl- Lösung) hemmt dagegen die Ausfäl- 
lung; es kommt sogar zu einer vorübergehenden Aufhellung 
der Opalescenz und Ausfallen einzelner NaCl-Krystalle, erst 
nach einigen Stunden tritt dann ebenfalls die flockige Fällung 
ein. Vermutlich überwiegt hier zunächst die eiweißlösende Wir- 
kung des NaCl. 

Vergleichen wir die Agglutination sensibilisierter Bakterien 
mit dieser Ausfállung einer labilisierten Kolloidlósung, so zeigt 
sich ein weitgehender Parallelismus beider Phänomene. Auch hier 
wird zunächst in einem ersten Akt (— der Sensibilisierung, die 
vom Salzgehalt unabhängig ist —) eine Art von Dispersitäts- 
änderung bewirkt; indem die Antikörperglobuline an der Bak- 
terienoberfläche adsorbiert werden, wird dieselbe vermutlich 
kompakter, weniger aufgeteilt, indem die Anhangsgebilde (Geißeln 
und andere Fortsätze) verkleben; die Ausbreitung der Oberfläche 
wird dadurch herabgesetzt, wahrscheinlich auch ihre Wasser- 
löslichkeit modifiziert. Ist die Sensibilisierung eine starke, so 
können die Bakterien auch ohne Salzzusatz schon ausfallen 
(Porges u.a.) Für gewöhnlich verhalten sie sich dagegen ganz 
wie jene Trübung des Serum-Alkoholgemisches, das an sich noch 
stabil ist, durch wasserentziehende Substanzen aber zur Aus- 
flockung gebracht wird. Auch hier sind nicht nur Elektrolyte, 
sondern auch Nichtleiter, wie Traubenzucker und andere Kohlen- 
hydrate, Asparagin usw. zur Erzielung der Agglutination ge- 
eignet. Harnstoff, gxalsaures Natron wirken nicht, die zwei- 
wertigen Ionen wie Ca dagegen besser wie die einwertigen, 
ganz wie bei der alkoholischen Serumlösung und wie bei vielen 
anderen Suspensionen. — Es sei noch erwähnt, daß stärkere 
Salzkonzentration auch die Agglutination verzögert, wie wir 
dies oben von der Serumemulsion ausgeführt haben. 

Im Gegensatz zur Fällung echter Suspensionen ist aber diejenige 


von Agglutininbakterien weitgehend reversibel. Werden Bakterien- 
Blutserumgemische mehrmals aufgeschüttelt (namentlich lebende Bak- 


1) Stärker konzentrierte Oxalatlósung ist in Alkohol nicht löslich, 
es kommt daher zu einer sofortigen Fällung von Oxalat, das eine 
Eiweißfällung vortäuscht; dasselbe geschieht auch mit hochkonzen- 
triertem Citrat, weshalb hiervon am besten 5- bis 10%/,ige Lösungen 
verwendet werden. 
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terien und bei Stehen im Brutschrank), so verteilen sie sich wieder 
kolloidal und werden stabil. Durch autolytische Vorgänge wurde die 
Menge der Abbauprodukte inzwischen vermehrt, wodurch die vorüber- 
gehend herabgesetzte Löslichkeit wieder zunimmt. 

Wird die Oberfläche von Bakterien so modifiziert, daß ihre Wasser- 
löslichkeit schon an sich erhöht ist, so können sie weder durch Säure noch 
durch spezifische Agglutination zur Ausflockung gebracht werden. Dies 
ist z. B. der Fall bei schleimiger Umwandlung der Oberfläche, ferner bei 
Gegenwart von bakteriolytischen Stoffen (Komplement usw.) im agglu- 
tinierenden Serum. 


Aus unseren Betrachtungen ergibt sich, daß sich Auf- 
schwemmungen nativer Bakterien ganz wie kolloidale 
Lösungen bestimmter Eiweißkörper verhalten und da- 
her ganz ähnlich wie diese durch die bekannten Fäl- 
lungsmittel (schwache Säuren, Metall- oder Neutral- 
salze) ausgeflockt werden. Durch Berührung mit anti- 
körperhaltigem Serum (Adsorption der antikörperhaltigen Glo- 
buline) werden sie physikalisch-chemisch (in der Be- 
schaffenheit ihrer Oberfläche) so verändert, daß sie nicht mehr 
wie hydrophile Kolloide, sondern mehr wie Suspensoide sich 
verhalten; sie sind in reinem Wasser noch stabil, werden aber 
durch alle Substanzen ausgeflockt, die stärker wasseranziehend 
wirken als sie selbst (Salze, Zucker usw.) Im Gegensatz zu 
den herrschenden Theorien der Eiweißfällung möchten wir bei 
diesen Vorgängen (ebenso wie bei sonstigen Fällungen kolloidal 
verteilter Eiweißkörper, vielleicht auch Lipoide) nicht auf die 
elektrische Entladung (Überführung auf den isoelektrischen 
Punkt), sondern auf die Existenz resp. Störung der trennenden 
Wasseranziehungssphären zwischen den einzelnen Teilchen den 
Nachdruck legen, bedingt durch genügende oder ungenügende 
Besetzung der Oberflächen mit wasserlóslichen Abbauprodukten. 
Flockungsoptimum und Entladung der Teilchen fällt deshalb 
meist zusammen, weil auch die Löslichkeit der Abbauprodukte 
gleichzeitig am geringsten ist. Die Tatsache, daß entladene 
Kolloide nicht immer ausflocken (z. B. Serumalbumine usw.) 
andererseits Fällungen auch ohne Entladung eintreten können, 
(Antigen-Antikörper-Präcipitation, spezifische Bakterienagglu- 
tination), beweisen zur Genüge, daß die elektrische Ladung, 
wenn sie auch nicht bedeutungslos ist, doch nur eine unter- 
geordnete Rolle spielen kann. 


Über die Hexosediphosphorsäure, ihre Zusammensetzung 

und die Frage ihrer Rolle bei der alkoholischen Gärung 

sowie über das Verhalten der Dreikohlenstoffzucker zu 
Hefen. 


Von 
Carl Neuberg, Eduard Färber, Adam Levite und Erwin Schwenk. 


(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut für experimentelle Therapie, 
Chemische Abteilung, Berlin-Dahlem.) 


Seitdem im Jahre 1905(a) L. Iwanoff sowie A. Harden 
und W. J. Young die interessante Beobachtung gemacht hatten, 
daß Hefe in einer Mischung von Hexosen und Alkaliphosphaten 
letztere unter Umständen zum Verschwinden bringen und in 
eine organische Phosphorsäureverbindung überführen kann, ist 
der dabei entstehende Zuckerphosphorsäureester der Gegenstand 
zahlreicher Untersuchungen gewesen. Trotzdem herrscht weder 
hinsichtlich seiner chemischen Zusammensetzung noch seiner 
biologischen Bedeutung für den Vorgang der alkoholischen Gä- 
rung im entferntesten Klarheit. 

Die ganze Fülle der bestehenden Widersprüche geht aus 
der folgenden Gegenüberstellung der vorhandenen Angaben 
hervor. Dabei sind nur diejenigen berücksichtigt worden, die 
für unsere Untersuchungen in Betracht kommen. 

Iwanoff(b), dem im Jahre 1906 die Isolierung des Kohlen- 
hydratphosphorsäureesters in Form seiner Kupferverbindung 
gelang, betrachtete ihn als den Monophosphorsäureester 
einer Triose oder eines Methylglyoxalhydrats; nach 
Iwanoffs ursprünglicher Ansicht sollten zwei verschiedene Ester 
auftreten, je nachdem Traubenzucker oder Lävulose das Aus- 


a) Die Literatur s. bei C. Neuberg, Die Gärungsvorgänge und der 
Zuckerumsatz der Zelle, Monogr. Jena 1913, bei G. Fischer, S. 10 bis 13. 
b) L. Iwanoff, Zeitschr. f. physiol. Chem. 50, 281, 1906/07. 
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gangsmaterial darstellen. Dieser Auffassung schloß sich zu- 
nächst W. J. Young(c) an, der die Methode zur Bereitung der 
neuen Substanz verbessern konnte; er erteilte ihr die Formel 
C¿H,O,¿P = C¿H,0,-PO,H, . Ersichtlicherweise gestattet die Ele- 
mentaranalyse keine Entscheidung über die Molekulargröße der 
Verbindung. Es war daher auch die verdoppelte Formel eines 
Hexosediphosphorsäureesters C,H, ¿O,(PO,H,), in Betracht 
zu ziehen, um so mehr, als zunächst weder Iwanoff(d) noch 
Lebedew(e) noch Euler und Kullberg(m) bei der Einwirkung 
von Hefe und Phosphaten auf eine wirkliche Triose überhaupt 
einen Zuckerphosphorsäureester der Dreikohlenstoffreihe abzu- 
scheiden vermochten. 

Eine gewisse Klärung in der Frage nach der Molekular- 
größe des Esters brachte das Studium der Phenylhydrazinver- 
bindungen der fraglichen Substanz. Iwanoff, der, wie erwähnt, 
ursprünglich(b) die Existenz zweier verschiedener Ester ange- 
nommen und auch zwei verschiedene Osazone (F. 125° u. 142°) 
beschrieben hatte, kam später (d) zu der Ansicht, daß beide Ver- 
bindungen identisch seien. Er betrachtete die nach dem Um- 
krystallisieren aus Benzol bei 127° schmelzende Phenylhydra- 
zinverbindung als phosphorfrei und als Glycerosazon, das in 
reiner Form bei 131° schmilzt [E. Fischer und J. Tafelj(f). 
v. Lebedew(g) hat jedoch behauptet, daß sein Landsmann 
Iwanoff überhaupt nur Acetylphenylhydrazin (F. 128°) in Händen 
gehabt habe; er nahm dann selbst die Untersuchung des Osazons 
auf und erklärte dasselbe für die Phenylhydrazidoverbin- 
dung des Monophosphorsäureesters eines Hexosazons 
der Zusammensetzung C,,H,,0,N,P und der Formel 


C,H,NH-NH 
SN 
O=P-0-C,H,(0H), -C(:N-NHC,H,)CH:N-NHC,H, . 
ee 
OH 


c) W. dJ. Young, Proc. Chem. Soc. 23, 65, 1907; Ch. C. 07, I, 1682. 

d) L. Iwanoff, Centralbl. f. Bakt., II. Abt. 24, 1, 1909; Ch. C. 09, 
II, 1363. 

e) A. v. Lebedew, diese Zeitschr. 28, 213, 1910. 

f) E. Fischer u. J. Tafel, Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 20, 1089, 
1887. 

g) A. v. Lebedew, diese Zeitschr. 20, 114, 1909. 
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Die Substanz schmolz bei 148 bis 149° und war angeblich 
nicht umkrystallisierbar. Die gleiche Verbindung hat A. von 
Lebedew(e) später aus Traubenzucker sowie Fructose erhalten 
und ihr nunmehr die um die Elemente des Wassers reichere 
Formel C,,H,,0,N,P zuerteilt; er bezeichnete sie merkwürdiger- 
weise wieder als die Phenylhydrazido-phosphorsäurever- 
bindung eines Hexosazons und nahm an, daß sich die 
Hydrazidbildung ohne Wasseraustritt vollzogen habe. Die aus 
alkoholischer Lösung mit Äther, wenn auch schwierig, umfällbare 
Substanz schmolz jetzt bei 148 bis 150°. 

Obgleich diese Ergebnisse mit einer gewissen Unsicherheit 
behaftet erscheinen, genügten sie doch zu der Feststellung, daß 
in dem Zuckerphosphorsäureester ein Hexosederivat vorlag, 
und Lebedew konnte diese Folgerung durch Darstellung eines 
möglicherweise mit d-Glucosazon identischen Osazons sowohl 
direkt aus dem hydrolysierten Ester als aus dem mit heißer 
Kalilauge gespaltenen phosphorhaltigen „Hydrazidosazon“ be- 
kräftigen. Nicht als stichhaltig erwies sich die zweite Schluß- 
folgerung Lebedews, daß der Ester Hexosemonophosphor- 
säure sei; diese Behauptung war aus der analytischen Zu- 
sammensetzung der ursprünglichen Phenylhydrazinverbindung 
abgeleitet, in der tatsächlich nur 1 P-Atom auf einen Hexose- 
rest enthalten ist. Allein W. J. Young(h) tat überzeugend dar, 
daß der Zuckerphosphorsäureester in Wirklichkeit eine 
Hexosediphosphorsáure ist und daß bei der Osazonbildung 
der in a-Stellung zum Carbonyl vorhandene Phosphorsäurerest 
einfach als Phosphorsäure abgespalten wird, ähnlich wie z. B. 
die Aminogruppe des Glucosamins beim Übergang in Glucos- 
azon. Young gelang sodann die Reinigung der Phenylhydrazin- 
verbindung durch beliebige Umkrystallisation aus heißem Alko- 

` hol-Chloroform, wobei der Schmelzpunkt auf 152 bis 153° stieg, 
Zugleich wurde auch die Konstitution der Verbindung end- 
gültig festgelegt als die des sauren Phenylhydrazinsalzes 
des Hexosephosphorsäureosazons, dem die Zusammen- 
setzung C,,H¿,0,N,P =C,¿H,¿0,N,P(C,¿H¿N,) und die Formel 

(C,¿H¿NH - NH,)(0H), PO-OC,H,(OH),C(:N-NHC,H,)CH:N-NHC,H, 


h) W. J. Young, diese Zeitschr. 32, 177, 1911; A. Harden und 
W. J. Young, ebendas. 82, 173, 1911. 
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zukommt. Auch andere Salze dieses Osazonesters kónnen leicht 
dargestellt werden, sie entsprechen der allgemeinen Formel 
C,¿H,,0,N,PMe, . Ein krystallisiertes Derivat des unveränderten 
Hexosebiphosphats, das Lebedew(e) schon beobachtet, aber 
unrichtig gedeutet hatte, faßte Young(h) endlich in dem farb- 
losen Bi-Phenylhydrazinsalz des Hexosediphosphor- 
säurehydrazons; es schmilzt bei 115 bis 117° und hat die Zu- 
sammensetzung (,,H,,0,,N,P, = (Ce HNH - NH, -H,PO,), : C,H. 
(OH),:N-NHC,H,. 

Young erhielt die identischen Hydrazinverbindungen von 
dem Ester aus der Glucose, d-Mannose und d-Fructose und 
bestätigte damit die schon früher(i) von ihm vertretene Ansicht 
von der Gleichheit der Hexosephosphorverbindungen aus allen 
drei typisch gärenden Hexosen*). Der Estersäure kommt dem- 
nach die Formel C,H,,0,(PO,H,), zu. 

Der Umstand, daß bei der Osazonbildung aus dem Ester 
einer der beiden Phosphorsäurereste abgespalten und als Phos- 
phat in der Lösung nachweisbar wird, im Verein mit dem 
analytisch unzweifelhaft festgestellten Verhältnis von 6C:1P 
im Zuckeranteile des Osazons widerlegen die Iwanoffsche 
Annahme einer Triosemonophosphorsäure zwingend. Denn bei 
der Osazonbildung müßte eine Dreikohlenstoffmono- 
phosphorsäure entweder den Phosphorsäurerest ab- 
werfen und gewöhnliches Glycerosazon liefern oder 
ein stärker phosphorhaltiges Osazon geben, in dessen 
Zuckeranteil jedoch nur das Verhältnis 3C:1P ob- 
walten kann. 

Die Abspaltung von 1 Mol. Phosphorsäure bei der Osazon- 
bildung deutet nach den allgemein bei dieser Reaktion ge- 
sammelten Erfahrungen darauf hin, daß ein Phosphorsäure- 
molekül der Osazon gebenden Carbonylgruppe benachbart ist. 

Die tatsächlichen Feststellungen von Young hat A. v. 
Lebedew(k) bald darauf als richtig anerkannt und bestätigt. 

Auch die Frage nach der Natur des im Hexo- 


i) W. J. Young, Proc. Roy. Soc. 81, 528, 1909; Ch. C. 10, I, 517. 
1) Für diese möchten wir die Sammelbezeichnung Zymohexosen 
in Vorschlag bringen, entsprechend dem von Euler gewählten Namen 
Zymophosphat »für die Hexosediphosphorsäure. 
k) A. v. Lebedew, diese Zeitschr. 36, 248, 1911. 
17* 
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biphosphat enthaltenen Zuckers schien geklärt, so wider- 
sprechend zunächst die Angaben auch über diesen Punkt 
lauteten. 

Iwanoff(b) fand die freie Kohlenhydratestersäure ohne 
Drehung, Young(c) erklärte sie für schwach dextrogyr und 
den daraus abgespaltenen Zucker für linksdrehend. Eine spätere 
genaue Untersuchung desselben Autors(i) bestätigte dieses. Für 
die freie Hexosediphosphorsäure ergab sich [«]p zu + 3,20%, 
während durch saure Hydrolyse eine linksdrehende, Frucht- 
zucker enthaltende Lösung gewonnen wurde. Derselbe wurde 
durch die regelrechte Kalkverbindung, durch Umwandlung in 
d-Glucosazon, durch die Seliwanoffische Reaktion, durch das 
charakteristische Verhalten zu verschiedenen Kupfersalzlösungen!) 
und nicht zuletzt durch die spezifische Gärungsbeschleunigung 
gekennzeichnet, die er wie reine Fructose einem Gemisch von 
Glucose mit Hefensaft und überschüssigem Phosphat zu er- 
teilen vermochte. 

Damit in Übereinstimmung fand Lebedew(e) das durch 
Phosphorsäureabspaltung gewonnene Hexosazon (wie das phos- 
phorhaltige Osazon selbst) in Pyridinlösung linksdrehend; freilich 
bezeichnete er später(k) den zugrunde liegenden Zucker als 
Acrose (= d, 1-Fructose), was er jedoch nur als Bezeichnung für 
eine Ketohexose verstanden wissen will(1). 

Diese Ermittlungen rechtfertigten durchaus die Aufstellung 
der Formel 

CH, :0-PO,H, 
co 


wo, -O-PO,H, 
durch Young(h). Bis auf den Ort des Eintritts des zweiten 
Phosphorsäurerestes, der nicht am endständigen C-Atom neben 
der Carbonylgruppe sitzt und bei der Osazonbildung nicht ab- 
geworfen wird, erschien die Konstitution befriedigend geklärt. 
& Mit diesen Tatsachenaber’nicht ganz inEinklang zu 
bringen sind verschiedene Angaben, die H. v. Euler und 








1) Auf die im Vergleich mit dem Drehungsvermögen etwas zu hoch 
befundene Reduktionskraft wird später zurückzukommen sein. 

1) A. v. Lebedew u. N. Griaznoff, Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 45, 
3256, 1912. 


Hexosediphosphorsäure u. Triosen. 249 


seine Mitarbeiter gemacht haben. Zusammen mit S. Kullberg(m) 
führte er an, daß der aus Glucose und Fructose entstandene 
Phosphorsäureester nicht deutlich optisch aktiv sei und bei der 
Zerlegung durch Säuren oder Basen keine drehenden Spaltungs- 
produkte liefere. Zur näheren Begründung dienten die Angaben 
von Euler und Fodor(n), denen zufolge ganz im Sinne Iwa- 
noffs doch Triosemonophosphorsäure in dem Ester stecken 
könnte. Als Stütze hierfür erwähnen die Autoren freilich im 
wesentlichen, daß ihr übrigens nur schwer rein darstellbares 
Kaliumsalz des Zuckerphosphorsäureesters eine positive Far- 
benreaktion mit Orcin- und Phloroglucin-Salzsäure liefere, die 
bekanntlich nach C. Neuberg(o) auch mit den Dreikohlen- 
stoffzuckern eintritt. Ein direkter Nachweis der Triose, als 
welche die Autoren wegen der Inaktivität des Esters haupt- 
sächlich das Dioxyaceton ins Auge fassen, ist nicht erbracht, 
sondern bei der sauren Hydrolyse wurden Zersetzungsprodukte 
erhalten, die mit der Annahme von Dioxyaceton nicht unver- 
einbar erschienen. Von diesen wurden nachgewiesen als flüch- 
tige Substanz Ameisensäure, und außerdem wurde eine kleine 
Menge Glyoxalosazon gewonnen. Über die quantitativen Ver- 
hältnisse, in der diese uncharakteristischen Zersetzungsprodukte 
auftreten, ist nichts gesagt. Die weiter als Stütze herangezogene 
Molekulargewichtsbestimmung des Esterkaliumsalzes wird von 
den Autoren selbst als unsicher bezeichnet. — Einer neueren 
Zusammenfassung von Euler(p) kann man entnehmen, daß er 
an dieser Annahme des natürlichen Vorkommens von Triose- 
monophosphorsäure noch festhält. 

Es liegt auf der Hand, daß die Klärung gerade dieses 
Punktes von großer Wichtigkeit ist. Denn wenn der Ester 
ganz oder nur teilweise aus Triose bestände, wäre damit der 
Ansicht eine Stütze verliehen, daß als physiologische Abbau- 
stufen wirklich aus den Hexosen die Dreikohlenstoffzucker her- 
vorgehen können, die hier so oft gesucht sind, aber bisher 








m) H. v. Euler u. S. Kullberg, Zeitschr. f. physiol. Chem. 74, 15, 
1911; 76, 241, 1911/12. 

n) H. v. Euler und A. Fodor, diese Zeitschr. 36, 401, 1911. 

o) C. Neuberg, Zeitschr. f. physiol. Chem. 31, 564, 1900; diese 
Zeitschr. 71, 150, 1915. 

p) H. v. Euler u. P. Lindner, Chemie der Hefe 1915, $. 175. 
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niemals einwandfrei festgestellt werden konnten’). Zugleich 
würde die keineswegs durchsichtige biologische Bedeutung, die 
vielleicht der Veresterung von 6-Kohlenstoffzuckern und 
Phosphaten zukommt, eine wesentliche Klärung finden. Hat 
doch Lebedew(l, q) nachdrücklich die Auffassung vertreten, daß 
beim Gärakt der Traubenzucker in 2 Mol. Triose zerfalle, die 
sich mit Phosphorsäure zum Hexosediphosphat kondensieren. 
Wohl die Unwahrscheinlichkeit eines solchen Kondensations- 
ganges hat den Autor später zu der Annahme geführt, daß die 
Glucose zunächst in je 1 Mol. Glycerinaldehyd und 1 Mol. Dioxy- 
aceton gespalten werde, von denen ersterer direkt, letzteres 
nach Bindung an 1 Mol. Phosphorsäure und nach erfolgter 
Polymerisation dieses Triosemonophosphorsáureesters zum 
Hexosebiphosphat vergoren werde. Zur Stütze dieser Anschau- 
ung führte der Autor an, daß angeblich Glycerinaldehyd nicht 
imstande sei, unter dem Einfluß von Hefenferment Phosphat 
zu verestern, während Dioxyaceton eine organische Phosphor- 
säureverbindung liefere, die mit dem Hexosebiphosphat aus 
Trauben- oder Fruchtzucker identisch sein soll. Dieser Hexose- 
ester soll nun von neuem in stetem Kreisprozeß in direkt ver- 
gärbaren Glycerinaldehyd und zwangsläufig zu aktiver Hexose 
zu kondensierendem Dioxyaceton zerfallen. 


Denkbar wäre ein solcher Vorgang, wenn der Autor 
die umgekehrte Annahme gemacht hätte. Der durch Zer- 
fall von Traubenzucker entstandene Glycerinaldehyd kann 
optisch aktiv, das Dioxyaceton muß dagegen optisch inaktiv 
sein. Aktiver Glycerinaldehyd kann zu einer aktiven Hexose 
kondensiert werden, Dioxyaceton aber nur zu einer inaktiven. 
Das Lebedewsche Gärungsschema birgt also den kaum lösbaren 
Widerspruch in sich, daß durch irgendeinen Kreisprozeß aus 
inaktiver Triose eine Hexose der d-Reihe hervorgeht, ohne daß 
deren nicht gärbare l-Form in Erscheinung tritt. Es sind dies im 


1) Vgl. hierzu C. Neuberg unter (a) sowie W. D. Sansum u. R. T. 
Woodyatt, Journ. of Biolog. Chem. 24, 346, 1916, die keinen Anhalts- 
punkt für das Auftreten von Triose als Zuckerspaltungsprodukt finden 
konnten. 


q) A. v. Lebedew, Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 44, 2932, 1911. 
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Grunde dieselben Einwände, die Buchner und Meisenheimer(r) 
gegen die Annahme von Slator (s) geltend gemacht haben, daß 
Dioxyaceton erst nach erfolgter Kondensation zu Hexose gäre. 
Man kann jedoch noch weiter gehen. Es wäre immerhin vor- 
stellbar, daß beim biologischen Abbau der gärenden Hexosen 
die im Sinne Neubergs(t) optisch aktive Form des Dioxyacetons, 


CH,OH—C(OH)—CH, 
| 


SÁ 


vorübergehend auftráte. Lebedew will aber aus fertig gebildetem, 
also strukturell gewiß inaktivem Dioxyaceton den Ester der 
aktiven gárenden Hexose erhalten haben. 

Demnach ist die Frage, ob die Triosen der biolo- 
gischen Veresterung mit Phosphorsäure fähig sind, 
sowie die Frage ihrer Vergärbarkeit überhaupt eng mit 
dem strittigen Problem verknüpft. 

Was zunächst den Punkt anlangt, ob das Hexosebiphos- 
phat für den Ablauf der normalen Gärung — mit lebenden 
Hefezellen — die ihm unterstellte Bedeutung hat, so möchten 
wir noch einmal auf unsere früheren Ausführungen (u) nach dieser 
Richtung verweisen. 

Zur weiteren Klärung haben wir zahlreiche Versuche an- 
gestellt, die freie Estersäure, ihr lösliches Natriumsalz 
und saures Calciumsalz sowie die Suspension ihrer 
schwerlöslichen neutralenKalkverbindung mit frischen 
Hefen doch noch zur Vergärung zu bringen. Alle dahin 
zielenden Versuche mit ober- und untergärigen Hefen blieben 
bisher erfolglos. An dem Ergebnis änderte sich auch nichts, 
als wir natürliches oder künstliches Koferment(v) oder ein- 
fach brenztraubensaures Salz, das von Oppenheimer(w) zuvor 
als ein Aktivator empfohlen war, anwendeten. Solange das Hexo- 
sebiphosphat unzersetzt, d. h. nicht schon in freien Zucker und 


’ 


r) E. Buchner u. J. Meisenheimer, Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 45. 
1633, 1912. 

s) A. Slator, Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 45, 43, 1912. 

t) C. Neuberg, diese Zeitschr. 51, 484, 1913. 

u) C. Neuberg u. E. Färber, diese Zeitschr. 78, 238, 1916. 

v) C. Neuberg u. E. Schwenk, diese Zeitschr. 71, 135, 1915. 

w) M. Oppenheimer, Zeitschr. f. physiol. Chem. 93, 235, 1914/15. 
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Phosphorsäure zerfallen war, trat niemals Vergärung ein. Das 
spricht nicht für die physiologische Bedeutung des Hexosebi- 
phosphats als normale Zwischenstufe. Der Einwand, daß dieses 
Verhalten auf der Undurchlässigkeit der Hefenzellwand für die 
Hexosebiphosphatderivate beruhe, ist nicht stichhaltig,daPaine(x) 
ausdrücklich die Permeabilität nachgewiesen hat. Auch eine 
schädigende Wirkung der Hexosephosphorsäure oder ihrer 
Salze, die für ein normales Zwischenprodukt ja an sich schon 
unwahrscheinlich wäre, besteht nicht. Wir wiesen das auf der 
früher von uns(y) angegebenen Art durch Zentrifugierversuche 
nach, ohne daß dabei ein Auswaschen der abgeschleuderten 
Hefen mit physiologischer Kochsalzlösung erforderlich ist. Die 
mit freiem Ester oder mit hexosediphosphorsauren Salzen bei 
Zimmertemperatur sowie bei 22° digerierten Hefen ließen nach 
24stündiger Berührung keine und nach 48stündiger Bebrütung 
eine unwesentliche Schwächung der Gärkraft gegenüber Trauben- 
und Rohrzucker erkennen, die sich selbst bei den untergärigen 
Rassen M und U in den normalen Grenzen für feucht auf- 
bewahrte Hefen bewegte. 

Nicht ohne Interesse schien nun weiterhin ein Vergleich, 
in welchem Umfange die Bildung von Hexosebiphos- 
phat einerseits durch Trockenhefe, andererseits durch 
normale frische Hefe erfolgt. In der Regel dienen be- 
kanntlich außer Hefesäften Zymin oder andere Hefentrocken- 
präparate, die tote oder stark geschädigte Hefezellen enthalten, 
für die Gewinnung des Hexosebiphosphats; doch haben L. Iwa- 
noff (1905) sowie A. v. Lebedew(e) (1910) bereits hervorgehoben, 
daß auch frische Hefe dazu geeignet ist, und die gleiche Angabe 
hat in neuerer Zeit Euler(p) gemacht. Um auch hier das Er- 
gebnis vorwegzunehmen, so bemerken wir folgendes. Bei der 
von Lebedew angegebenen Arbeitsweise, nach der 210 g Rohr- 
zucker mit 70 g Dinatriumphosphat +- 35 g Mononatriumphosphat 
nebst 450 g frischer Preßhefe auf 1 Liter Wasser genommen werden, 
gelang es, mit den uns zur Verfügung stehenden Hefen K und M 
nur 3,2 bis 7,3%/, des angewendeten Phosphats in organische Bin- 
dung überzuführen, während nach vorangegangener Umwand- 


x) S. G. Paine, Proc. Roy. Soc., London, 84, 289, 1911. 
y) C. Neuberg, diese Zeitschr. 71, 70, 1915. 
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lung der gleichen Hefen in Trockenpräparate (bei Verwendung 
von 150 g des lufttrockenen Präparates unter sonst gleichen 
Verhältnissen) eine Veresterung zu 92 bis 97°/, erzielt wurde. 

Bei Ansätzen nach Euler, bei denen 100 g Rohrzucker in 
280 ccm Wasser mit 150g abgepreßter Hefe und mit 80 g Dina- 
triumphosphat in 300 ccm Wasser in Gegenwart von 1 ccm Toluol 
zusammengebracht wurden, war das Ergebnis ungefähr das 
gleiche, d. h. Veresterung trat zu 5 bis 8%/, ein. Das Proto- 
plasmagift Toluol begünstigt etwas die Veresterung; aber auch 
eine Steigerung des Toluolzusatzes auf 10%/, der Wassermenge, 
der die Gärung sicherlich kräftig unterbindet und außerdem das 
Hexosebiphosphat zerlegende Ferment, die Phosphatase, stark 
hemmt, bewirkte keine Anreicherung an dem Ester. 

Mit den von uns benutzten frischen Berliner Hefen gelang 
allgemein keine quantitative, sondern nur eine mäßige Ver- 
esterung, einerlei ob die Digestion des Gemisches auf 4 Stunden 
oder auf kürzere oder längere Zeit bemessen wurde. Wenn 
ausländische Hefen sich in dieser Hinsicht anders verhalten, 
so ist das für den hier beabsichtigten Vergleich insofern gegen- 
standslos, als ein solcher Unterschied nach Überführung in die 
Trockenpräparate verschwand. Der Umstand, daß die getrock- 
neten, also in einen abnormen Zustand versetzten Hefen prak- 
tisch quantitativ verestern, während die gleichen Hefen in 
frischer Form ganz wesentlich schwächer oder überhaupt kaum 
so wirken, deutet eher darauf hin, daß man in der Phosphatbin- 
dung einen pathologischen Vorgang vor sich hat, der in der 
geschädigten oder getöteten Hefezelle mit entfesselten Enzym- 
kräften zu einer Hauptreaktion wird. Soweit die Veresterung 
auch mit der intakten Zelle erfolgt, handelt es sich vielleicht 
um eine Entgiftungserscheinung, die in gewissem, rein äußer- 
lichem Sinne der Ätherschwefelsäurepaarung beim Tier ent- 
sprechen würde. Uns scheint eine Revision der Anschauungen 
über die Bedeutung des Hexosebiphosphats für den normalen 
Zuckerumsatz von diesen Gesichtspunkten aus unerläßlich. 
Einerlei ob der Entstehung des Esters ein normaler Vorgang 
oder ein pathologisches Geschehen zugrunde liegt, für das 
eigentliche Gärungsproblem, den Zerfall der sechsgliedrigen 
Kohlenstoffkette — alkoholische Gärung bei der Pflanze, Milch- 
säurebildung beim Tier — kann man bislang gar nichts aus der 
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Existenz eines Hexosephosphats folgern, wie wir schon öfter 
betont haben. 

Das gleiche!) gilt — und wir befinden uns mit dieser Auf- 
fassung im Einklang mit Buchner und Meisenheimer(r) — 
hinsichtlich der Vergárung der Triosen. Ob C,H,O, oder 
C,H,,0, in Kohlendioxyd und Äthylalkohol übergehen, ist im 
Grunde dasselbe Problem. Immerhin ist es nicht ohne Interesse, 
darüber Klarheit zu gewinnen, ob wenigstens jene unregel- 
mäßige Gärung der Dreikohlenstoffzucker überhaupt 
in gleicher Weise wie die der gärfähigen Hexosen vor 
sich geht. Für die Frage, ob die Triosen Zwischen- 
stufen des Zuckerzerfalls sind, wäre es insbesondere 
von Belang, ob sie bei dem normalen Vorgange, d. h. 
bei der Vergärung mit lebenden Hefen, angenähert 
ebenso gut wie die Hexosen gären. 

Die sichersten und besten Resultate der Triosenvergärung 
sind bisher unter künstlichen Bedingungen, mit Hefensäften 
oder -trockenpräparaten, erzielt worden; aber auch die zellfreie 
Vergärung des Dioxyacetons weicht nach den überzeugenden 
Ausführungen von Harden und Young(z) in ihrem Mechanis- 
mus von der wahren Hexosengärung so beträchtlich ab, daß 
schon deshalb Dioxyaceton als kein Zwischenprodukt der alko- 
holischen Zuckerspaltung angesprochen werden darf. 

Harden und Young(z) gelangten zu dem Schlusse, daß 
die von Lebedew sowie von Buchner und Meisenheimer 
in bezug auf die Gärfähigkeit des Dioxyacetons gezogenen 
Folgerungen nicht stichhaltig sind. 

Zur erneuten Prüfung der Frage schien uns die Versuchs- 
gliederung von Slator(s) — trotz der von Buchner und Mei- 
senheimer daran geübten Kritik, die sich auf zu kurze Ver- 
suchsdauer bezieht — recht geeignet. Bei der Slatorschen 
Anordnung wird eine kleine Menge des Zuckers mit einer er- 
heblichen Menge Hefe behandelt. Während dabei Glucose in 
kürzester Frist restlos oder nahezu vollständig vergärt, bleibt 
Dioxyaceton unverändert. 


1) Aus diesen Gründen ist in dem von uns (a) bevorzugten Gärungs- 
schema mit voller Absicht dem Hexosebiphosphat und den Triosen vor- 
läufig kein Platz eingeräumt worden. 

z) A. Harden u. W. I. Young, diese Zeitschr. 40, 458, 1912. 
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Unter völlig vergleichbaren Bedingungen führten wir so 
die Versuche mit Glycerinaldehyd und Glucose sowie mit 
Dioxyaceton und Fruchtzucker aus. 

Die Ergebnisse sind in der später (S. 262) gegebenen Übersicht 
tabellarisch vereint. Sämtliche Versuche sind in Eudiometern über Queck- 
silber vorgenommen und die entwickelten Kohlensäuremengen auf Normal- 
druck reduziert. 


Wir haben sodann versucht, den Gärungseintritt durch 
Zusatz von natürlichem Komplement und künstlichem Aktiva- 
torgemisch zu beschleunigen. Das völlig negative Ergebnis 
enttäuschte um so mehr, als Oppenheimer (l. c.) wenigstens 
für das Dioxyaceton eine mäßige Stimulierung der Angärung 
angegeben hatte, allerdings bei Verwendung von Macerationssaft 
und nicht von lebender Hefe. 

Als wirkungslos erwiesen sich auch Zugaben von hexosedi- 
phosphorsaurem Kalium; wir wendeten sie an, da Gärungs- 
beschleunigungen durch diese Substanz bei Traubenzucker in 
der Literatur!) beschrieben worden sind. 

Schließlich wollen wir noch erwähnen, daß wir auch einige 
Versuche vorgenommen haben, frische Hefe an Glycerinaldehyd 
und Dioxyaceton zu gewöhnen, wie das gegenüber d-Galaktose 
möglich ist, und sie so zu einem der Einwirkung auf die Zymo- 
hexosen einigermaßen vergleichbaren Angriff auf die Triosen her- 
anzuzüchten. Bisher konnten wir dabei keinen Erfolg verzeichnen. 

Mit Sicherheit geht aus diesen Daten hervor, daß sowohl 
Glycerinaldehyd als Dioxyaceton, der Einwirkung normaler Hefen 
unterworfen, sich vollständig anders als die wirklich gärenden 
Hexosen verhalten. Weder bei Zimmertemperatur (14 bis 17°) 
noch bei 25° noch bei 37° tritt innerhalb 9 Stunden mit 
Ober- und Unterhefen eine nennenswerte Vergárung?) der Triosen 
ein, während unter gleichen Bedingungen die Hexosen ange- 
nähert ausgegoren sind?) Vom Glycerinaldehyd ist so viel 


1) L. Iwanoff(d) sowie H. Euler u. H. Beckström, Zeitschr. f. 
physiol. Chem. 77, 394, 1912. 

2) Dabei betrug die angewendete Menge Preßhefe die 40fache 
Quantität des vorhandenen Zuckers! 

#®) Diese Befunde stehen ganz mit den Angaben von Harden und 
Young(z) im Einklange, die Dioxyaceton auch mit Macerationssaft nur 
in sehr geringem Umfange, mit Glucose prompt vergärendem Safte aus 
englischen Oberhefen sowie mit Zymin gar nicht, mit Hefepreßsaft ein- 
mal unter 9 Fällen in Gärung zu versetzen vermochten. 
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weniger als die Hälfte vergoren, daß die Racemnatur des Aus- 
gangsmaterials hierbei keine Rolle spielt. Wenn bei fortgesetzter 
Bebriitung auch die Triosen mehr oder weniger verschwinden, 
so wird man die Natur der Umwandlungen genauer ins Auge 
fassen miissen. Abgesehen von der Móglichkeit einer irgendwie 
gearteten alkoholischen Gárung sind andere Prozesse wie der 
Umstand in Betracht zu ziehen, daß nach M. Oppenheimer') 
bis 12°/, des Glycerinaldehyds zu Milchsäure und bis 15°/, 
zu Glycerin werden können, während aus Dioxyaceton sogar 
23°/, Milchsäure und 19°/, Glycerin hervorgehen sollen. 

Durch Zentrifugierversuche haben wir uns wiederum davon 
überzeugt, daß nicht etwa eine Vergiftung der Hefen durch 
die Triosen erfolgt, in Übereinstimmung mit dem von Slator(s) 
mitgeteilten Versuche, laut welchem die einem nicht gärenden 
Dioxyacetonansatz nachträglich zugefügte Glucosemenge glatt 
und rasch umgesetzt wurde. 

Damit entfällt unseres Erachtens vorläufig die Berechti- 
gung, die Triosen als die ‚natürlichen Zwischenstufen des alko- 
holischen Zuckerabbaus zu betrachten, und es besteht die Auf- 
fassung zu Recht, der wir vor 4 Jahren mit folgenden Worten 
Ausdruck verliehen haben (Monogr. S. 13): „Wie mehrfach er- 
wähnt wurde, ist die intermediäre Bildung von Triosen beim 
Gärungsprozeß nicht bewiesen. Aus der Tatsache an sich, daß 
Glycerinaldehyd vielleicht direkt gárt und Dioxyaceton in einen 
Hexosediphosphorsäureester verwandelt wird, kann die Beteili- 
gung am Gärungsakt so wenig geschlossen werden, wie etwa 
aus der Gärfähigkeit der d-Mannononose, C¿H,¿0,, oder aus 
der Alkohol- und CO,-Bildung bei der Vergärung von Oxal- 
essigsäure, C,H,O,, das Auftreten der Substanzen C, und C, 
beim Zuckerzerfall gefolgert werden dürfte. 

Möglicherweise gären die Triosen, nicht weil sie Depoly- 
merisationsstufen der Hexosen darstellen; sondern weil auch 
sie in das eigentliche Zerfallsprodukt, in Brenztraubensäure, 
übergehen können.“ 

Gegen die Annahme, daß Vergärung nur nach vorange- 
gangener Veresterung des Zuckers mit der Phosphorsäure mög- 
lich ist, spricht die Behauptung Lebedews und Griaznoffs(]), 
daß Glycerinaldehyd direkt zerfalle, Dioxyaceton aber nur nach 

1) M.Oppenheimer, Zeitschr. f. physiol. Chem. 89, 56, 57, 71, 1914. 
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vorheriger Bindung an Phosphorsäure!) und gleichzeitiger Kon- 
densation zum typischen Hexosebiphosphat. Die inneren Wider- 
sprüche einer solchen Annahme sind schon vorher (S. 250) er- 
wähnt. Der Nachprüfung dringend bedürftig erschienen uns 
aber die Angaben Lebedews über das Verhalten der Triosen 
bei der Veresterung, insbesondere eine Untersuchung, ob 
aus Dioxyaceton, nicht aber aus Glycerinaldehyd 
wirklich derselbe Hexosediphosphorsäurcester her- 
vorgeht wie aus Trauben- oder Fruchtzucker. 

Allein alle Versuche, aus Dioxyaceton größere Mengen 
dieses Produktes darzustellen, scheiterten. Obgleich wir 45g 
Dioxyaceton zur Entscheidung dieser Frage geopfert haben, 
gelang es uns nicht, mehr als Spuren einer organischen Phos- 
phorsäureverbindung zu isolieren. Das gleiche ungünstige Er- 
gebnis erzielten wir, einerlei ob wir nach Lebedews Angaben 
mit Macerationssaft und Gemischen von Mono- und Dinatrium- 
phosphat oder ob wir mit Trockenhefen in der bei den Hexosen 
üblichen Art arbeiteten;. im ersten Falle entsprach die Ver- 
esterung höchstens 2,5°/,, im zweiten 4,2°/, der vorhandenen 
P,O,-Menge. 

Die Ansätze mit Macerationssaft wurden in der Weise vor- 
genommen, daß auf je 100 cem Saft 1 bis 2g Triose?) und 
1 bis 2g des Gemisches von 2 Teilen Dinatrium- mit 1 Teil 
Mononatriumphosphat unter Zugabe von 1 ccm Toluol kamen. 

Im Falle der Verwendung von Trockenhefe wurde folgen- 
des Mengenverhältnis angewendet: 100 ccm Wasser, 2 bis 3 g 
Triose, 2 bis 3 g Phosphatgemisch und 10 bis 15 g Trocken- 
hefe. Temperatur 14 bis 18° oder 25°. 

Schon Hardenund Young(z)sowieEulerundKullberg(m) 
konnten nur eine geringfügige Phosphatbindung bei Anwendung 
von Dioxyaceton feststellen. In unseren Versuchen vermochten 
wir nicht mehr als 4°/, der vorhandenen P,O,-Menge in Ester- 
form überzuführen und das mit Hefepräparaten, die Hexosen 


1) Freilich hat Lebedew(e) an anderer Stelle auch angegeben, daß 
Dioxyaceton der Fähigkeit zu Esterbildung ermangelt. 

2) Unter dem Einflusse des Glycerinaldehyds haben wir nur ein- 
mal unter 7 Fällen eine Koagulation des Hefensaftes beobachtet; sie 
war nur unbedeutend stärker, als wie sie auch gelegentlich mit Glucose 
eintritt, und geringer, als sie etwa die doch glatt gärende Brenztrauben- 
säure hervorrufen kann. 
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nahezu quantitativ mit Phosphorsäure zu vereinigen imstande 
waren, Am auffallendsten war nun, daß wir den ganz gleichen 
geringen Betrag an organischem Phosphorsäureester auch mit 
Glycerinaldehyd als Ausgangsmaterial auffanden. Dieses Ver- 
halten muß zur Aufwerfung der Frage führen, ob die kleine 
Menge organischer Phosphorverbindung ihre Entstehung über- 
haupt den Triosen verdankt und nicht etwa Kohlenhydraten 
des zugesetzten Hefenmaterials. Dafür würde der Umstand 
sprechen, daß mit Trockenhefe fast die doppelte Quantität Ester 
auftritt“als mit dem Macerationssafte, der bei richtiger Dar- 
stellung ja frei von selbstgärendem Zucker ist. Die Trocken- 
hefen sind dagegen meist reich an dem sogenannten „Hefen 
glykogen“, das ein Gemisch verschiedener Polysaccharide dar- 
stellt; bei der Selbstgärung, so ungeklärt dieser Vorgang auch 
noch ist, dürfte wohl ein Teil dieser zusammengesetzten Kohlen- 
hydrate zu Hexosen hydrolysiert und wie diese umgewandelt 
werden können. Hinzukommt, daß nach Lebedews eigenen 
Angaben(e,g) direkt ein phosphorhaltiges Polysaccharid in den 
Hefesäften auftritt. Besondere Versuche nach dieser Richtung 
haben wir nicht angestellt, da ja die Hauptfrage dadurch 
gegenstandslos wurde, daß ohne erkennbaren Unterschied 
zwischen Glycerinaldehyd und Dioxyaceton beide Triosen keine 
hinreichende Menge Ester liefern. 

Auch die sich über mehrere Jahre erstreckenden Unter- 
suchungen des richtigen Hexosebiphosphates haben 
keinen Anhaltspunkt für die Annahme ergeben, daß 
in diesem Material ein Dreikohlenstoffzucker als bio- 
chemisches Umwandlungsprodukt der Hexosen in Form 
von Triosephosphorsäure steckt. 

Mit der nachstehend beschriebenen Methode, die den Nach- 
weis von 1°/, Triose bzw. von 2°/, Triosephosphorsáure und 
deren sichere Charakterisierung gestattet, fanden wir sämtliche 
Proben des Hexosebiphosphats frei von einer Verbindung der 
Dreikohlenstoffreihe. 

Zur Untersuchung gelangten Präparate, die nach drei ver- 
schiedenen Angaben dargestellt waren und zwar 

a) Bariumsalze, bereitet!) nach Young(h) aus Glucose, 
Fructose und Rohrzucker, 
1) ohne Filtration der Lösung durch ein Martin-Gelatinefilter. 
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b) Calciumsalze aus Ansätzen mit Rohrzucker nach 
Lebedew (e,k), aber aufgearbeitet nach Young (h) und 
schließlich 

c) Calciumsalze, gewonnen nach Euler und Fodor (n) so- 
wohl aus Trauben- als aus Rohrzucker. 

Die Präparate nach c sind die unreinsten; es geht das 
auch schon aus den von den Autoren selbst mitgeteilten Ana- 
lysen hervor und beruht wohl zum Teil darauf, daß hier der 
Weg der Isolierung nicht über die gut definierten Erdalkalisalze 
geleitet wird. Trotzdem wurden absichtlich gerade auch Prä- 
parate dieser Darstellungen benutzt, da sie ja vielleicht einen 
bei weiter getriebener Reinigung verschwindenden Begleiter 
aus der Triosenreihe hätten einschließen können. 

Ausdrücklich wurden ebenfalls Proben gewählt, die teils 
aus reiner Glucose, teils aus Frucht- und Rohrzucker entstan- 
den waren; denn es sollte auch der Möglichkeit Rechnung ge- 
tragen werden, daß die einander widersprechenden Befunde 
in einer durch die Abstammung bedingten Verschiedenheit 
der Endprodukte ihre Erklärung fänden. 

In keinem Falle gelang die so glatt ausführbare und be- 
weiskräftige Überführung in Methylglyoxal (s. unten S. 263). 

Außerdem haben wir aus dem Kupfersalz, das die Vorstufe 
für die Kaliumverbindung bildet, die freie Säure dargestellt und 
sie mit überschüssigem Phenylhydrazinacetat behandelt. Es 
entstand lediglich das typische Phenylhydrazinsalz des Hexose- 
phosphorsäureosazons vom Schmelzp. 151° und der Zusammen- 
setzung C,,H,,0O,N,P (gefunden N= 15,52°/,, P= 5,55°/,; 
berechnet N = 15,38%/,, P = 5,68°/,), während aus einer Triose- 
phosphorsäure (vgl. S. 247) entweder unter Entfernung des Phos- 
phorsäurerestes gewöhnliches, bei 131° schmelzendes Glycerosazon 
C,,H,¿N,O (N=20,81°/,) oder bei Erhaltung der Phosphor- 
säuregruppe ein viel phosphorreicheres Derivat hätte entstehen 
müssen. l 

Ein Vorkommen von Präparaten, die eine positive Orcin- 
und Phloroglucinreaktion geben, erklärt sich wohl daraus, daß 
bei unvollständiger Reinigung leicht Spuren von Hefenuclein- 
säure oder deren pentosenhaltigen Spaltungsprodukten beige- 
mischt bleiben. Bei einem der nach Euler und Fodor dar- 
gestellten Produkte sowie bei dem käuflichen Präparate Glu- 
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cofos*), das unreines hexosediphosphorsaures Calcium ist, fanden 
wir Anhaltspunkte für diese Annahme; in beiden Fällen war 
Stickstoff in der Substanz vorhanden, bei dem zweiten Material 
gelang durch Verarbeitung von 100g der Nachweis von Purinen. 
Bedenkt man die ungeheure Schärfe der Pentosenreaktionen?), 
so kann ein Eintritt mit aus Hefe stammenden Substanzen 
kaum wundernehmen. 

Kurz können wir uns bezüglich der Ergebnisse fassen, die 
wir bei der eingehenden Untersuchung des Hexosebiphos- 
phats hinsichtlich analytischer Zusammensetzung, 
Eigenschaften und Spaltungsprodukte erzielten. Wir 
benutzten ausschließlich die charakteristischen schwer löslichen 
Barium- oder Calciumsalze. 

Wir gelangten in allen Punkten zu einer vollständigen 
Bestätigung der Angaben von Harden und Young (h,i). 

Das Hexosebiphosphat hat die Zusammensetzung 

C,H,00,(PO,H,), 
und zeigt die spezifische Drehung 
[a]o,5 >> + 3,55 y 
(a = + 0,43°, 1=2, c= 6,06), 
ermittelt an frisch aus dem Bariumsalz bereiteter Säure, das 
selbst 6mal durch Lösen in Eiswasser und Wiederabscheidung 
in der Siedehitze gereinigt war. 

Das gewichtskonstante Bariumsalz hat die Formel 
C,H,00,(PO,Ba), und das Calciumsalz nach Trocknung im Va- 
kuumexsiccator die Zusammensetzung C,H,,0,(PO,Ca), + H,O. 
Der primären Phenylhydrazinverbindung, die durch Einwirkung 
von überschüssigem essigsauren Phenylhydrazin auf den freien 
Ester gebildet wird, kommt die Formel C,,H,,O,N,P zu; sie ent- 
steht unter Abspaltung eines Moleküls Phosphorsäure und hat die 
Eigenschaften eines Monophenylhydrazinsalzes des Hexosemono- 
phosphorsäureosazons. Durch Lösen in Ammoniak und Fäl- 
lung mit Calciumacetat kann daraus das Kalksalz der Zu- 
sammensetzung C,¿H,,0,N,PCa dargestellt werden; es entsteht 
unter Entfernung des in Salzform vorhandenen einen Mole- 
küls Phenylhydrazin. 








1) Glucofos der Aktiebolaget Astra, vgl. Ch. C. 1916, II, 617. 
2) S. bei C. Neuberg, Der Harn, S. 339. 
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Nach zwei Seiten konnten wir die Kenntnis der Substanz 
erweitern. Der bei der Hydrolyse mit 0,5%/,iger Oxalsáure 
auftretende bisher nicht krystallisiert erhaltene Zucker liefert 
ein Osazon, das sicher d-Glucosazon ist und auch die diesem 
zukommende Drehung im Pyridin-Alkoholgemisch aufweist. 
Die Hydrolyse!), die man besser als durch einfaches Kochen 
der freien Estersäure durch Behandlung mit 5,0%/,iger Oxal- 
säure ausführt, liefert nach Entfernung von unzerlegtem 
Ausgangsmaterial, von abgespaltener Phosphorsäure und von 
zugesetzter Oxalsäure durch Kalk unter Beigabe von Al- 
kohol einen Sirup, aus dem man nicht nur in bekannter 
Weise die Fructose-Kalk-Verbindung, sondern durch deren 
Zerlegung auch den Fruchtzucker selbst gewinnen kann, der 
nach Reinigung des Sirups mit Alkohol auf Impfung langsam 
krystallisiert. 

Die früher erwähnte Unstimmigkeit, die darin besteht, 
daß nach der Hydrolyse und Entfernung von unverändertem 
Hexosebiphosphat sowie von abgespaltener Phosphorsáure die 
resultierenden Zuckerlösungen ein stárkeres Reduktionsver- 
mögen besitzen als ihrem polarimetrisch festgestellten -Fruc- 
tosegehalte- entspricht, konnte insofern geklärt werden, als 
für die synthetische Fructosemonophosphorsáure”) ein gleiches 
Verhalten nachgewiesen wurde; offenbar hat die Bindung der 
Phosphorsäure an die Fructose ganz allgemein die Entstehung 
eines reduzierenden, aber schwach oder gar nicht drehenden 
Nebenproduktes bei der Spaltung solcher Phosphorsäureester 
zur Folge. 

Indem wir die Beschreibung der mannigfachen vorstehend 
erwähnten ergebnislosen Versuche im einzelnen für entbehrlich 
halten und auch auf eine ausführliche Wiedergabe der ana- 
lytischen Daten, soweit sie frühere Ergebnisse bestätigen, ver- 
zichten, geben wir folgende Ergänzungen. 


Tabellarische Übersicht über das Verhalten von Glycerin- 
aldehyd und Glucose sowie von Dioxyaceton und Frucht- 
zucker unter der Einwirkung von frischen Hefen. 


1) Auch Pilze zerlegen den Ester leicht, z. B. Penicillium, im 
Gegensatz zu der Angabe von L. Iwanoff (b). 


2) C. Neuberg u. E. Kretschmer, diese Zeitschr. 36, 5, 1911. 
Biochemische Zeitschrift Band 83. 18 
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a) Versuche bei Zimmertemperatur (14 bis 179). 


























Glycerin- Dioxy- | Selbst- 
Glucose aldehyd Fructose eek gärung 
Hefe XII .. 15,8 0,0 17,7 0,0 
n»n OM .. 13,8 0,2 16,0 0,4 
n K 17,6 1,0 20,3 0,9 
n U 19,9 0,8 22,0 0,9 
b) Versuche bei 25°. 
Hefe XII 20,5 0,1 17,9 0,0 0,0 
» OM 26,2 0,5 19,7 0,8 0,5 
”nK. 23,7 1,1 24,0 2,8 0,9 
n U. 22,8 1,5 22,6 1,8 1,4 
c) Versuche bei 370, 
Hefe XII . . 25,1 0,2 26,0 0,1 0,1 
n OM .. 24,1 0,5 23,6 0,8 0,5 
E K... 23,9 1,7 25,8 2,7 1,4 
qUe 25,4 2,1 24,8 2,0 1,2 


Die Versuche sind in der Weise vorgenommen, daß 4,0 g 
der betreffenden Hefe mit 20,0 ccm ausgekochtem Leitungs- 
wasser und stets 0,1g des entsprechenden Zuckers in lange 
Quecksilbereudiometer eingebracht wurden. Die entwickelten 
Mengen Kohlendioxyd wurden stets nach 9 Stunden gemessen; 
sie sind in ccm angegeben. Hefe XII und OM sind -obergárige, 
Hefe K und U untergärige Rassen, sämtlich in sehr gärkräftigem 
Zustande. Zur Prüfung auf Selbstgärung wurden je 4,0 g Hefe 
mit 20,1 cem H,O ohne jeden Zusatz angestellt. 


Verfahren zum Nachweise kleiner Mengen Triosen und 
Dioxyacetonphosphorsäure. 


Die Untersuchung des Hexosebiphosphates lehrte bald, 
daß außer H,PO, jedenfalls der Hauptsache nach bei der Hy- 
drolyse Fruchtzucker gebildet wird. Es konnte sich also nur 
darum handeln, ob kleinere Mengen Triose daneben auftraten. 
Die Schwierigkeit, geringe Quantitäten der Triosen neben 
Hexosen nachzuweisen und insbesondere sie dabei auch in 
ein elementar-analytisch charakterisiertes Derivat überzuführen, 
sind beträchtlich. Die einfache Umwandlung in Osazone führt 
nicht zum Ziele; denn die erheblichen Unterschiede, die zwischen 
Glycerosazon und Hexosazonen bestehen, werden unsicher, so- 
bald es sich um spärliche Beimengungen des Dreikohlenstoff- 
derivates handelt. 
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Glücklicherweise ermöglicht die Zugehörigkeit von Glycerin- 
aldehyd und Dioxyaceton zur Dreikohlenstoffreihe die Um- 
wandlung in ein typisches flüchtiges Produkt, das aus den 
Hexosen nicht hervorgeht und unbeeinträchtigt aus den Triosen 
gebildet wird, soviel Hexosen auch zugegen sind. Es handelt 
sich um die Überführung in Methylglyoxal und um 
dessen Isolierung in Form des Methylglyoxal-osa- 
zons*) oder des noch schwerer lóslichen Methylgly- 
oxal-p-nitrophenylosazons?). Die Reaktion läßt sich mit 
freien Triosen, aber auch mit Triosephosphorsäure °) ausführen, 
wie ausdrücklich festgestellt wurde; sie beruht auf folgendem: 

Schon vor beinahe 20 Jahren hat G. Pinkus*) beobachtet, 
daß beim Destillieren von reinem Dioxyaceton mit verdünnter 
Schwefelsäure reichlich Methylglyoxal entweicht; dann zeigte 
sich, daß ebenfalls der Glycerinaldehyd in saurer Lösung leicht 
zu Methylglyoxal wird *). Wir fanden nun, daß die Reaktion 


CH,OH — CHOH — COH \%0 
> CH, :C(OH).COH 
CH,OH—CO —CH,OH -po ` 


in solchem Ausmaße verwirklicht werden kann, daß sich dank 
der Schwerlóslichkeit der Methylglyoxalosazone auch kleinste 
Mengen von Triosen so abscheiden lassen. Der Vorgang wird weder 
durch Gegenwart von Frucht- oder Traubenzucker noch durch 
die Anwesenheit von freier oder veresterter Phosphorsäure ge- 
stört. Ein besonderer Vorteil des Verfahrens liegt darin, daß 
durch die Osazonbildung die Menge des Reaktionsproduktes 
vergrößert wird. Theoretisch geht aus 0,1 g Triose 0,28 g 
Phenylosazon und 0,38 g p-Nitrophenylosazon hervor. 


1) H. v. Pechmann, Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 20, 2543, 1887; 
C. Neuberg und B. Rewald, diese Zeitschr. 71, 145, 1915. 

2 C. Neuberg, Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 41, 962, 1908; diese 
Zeitschr. 20, 456, 1909. 

®) Dargestellt nach K. Langheld, Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 45, 
1125, 1912. 

1) G. Pinkus, Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 31, 31, 1898, 

5) C. Neuberg und E. Kansky, diese Zeitschr. 20, 450, 1909; 
E. Buchner und J. Meisenheimer, Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 43, 
1773, 1910. 
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Ausführung des Verfahrens. 

a) Aus einem 100 ccm-Destillierkólbchen, das mit einem 
Zutropftrichter versehen war, wurde 1,0 g Dioxyaceton mit 
der Mischung von 10 g Wasser plus 2 g konz. H,SO, am ab- 
steigenden Energiekühler destilliert. Sobald 5 ccm übergetrieben 
waren, wurden durch den Tropftrichter 5 ccm Wasser nach- 
gefüllt und diese Behandlung so lange fortgesetzt, bis einige 
Tropfen des Destillates mit essigsaurem Phenylhydrazin keine 
Trübung mehr ergaben. In der Regel muß man 75 ccm ab- 
destillieren. Dabei darf im Kolben keine Kohlenabscheidung, 
sondern nur Bräunung eintreten. 

Das gesamte Destillat, das heiße Fehlingsche Lösung stark 
reduziert und das die Farbenreaktionen des Methylglyoxals, 
aber keine Furfurolproben gibt, wird mit einer Lösung von 
3 ccm Phenylhydrazin in 3 cem 50°/,iger Essigsäure versetzt. 
Bei Umrühren entsteht sofort ein dicker gelber Niederschlag, 
der nach 12stündigem Stehen abgesaugt, dann ausgewaschen 
und im Vakuum bis zur Gewichtskonstanz getrocknet wird. 

Die Ausbeute belief sich im Durchschnitt bei mehreren 
Versuchen auf 2,64 g, während theoretisch 2,8 g Phenylosazon 
zu erwarten sind, d. h. sie war rund 94%/,. Das Rohprodukt 
ist bereits recht rein und kann leicht aus Benzol umkrystalli- 
siert werden. 

b) Nach gleicher Ausführung der Destillation wurde die 
Fällung mit einer klaren Auflösung von 4 g p-Nitrophenyl- 
hydrazin in 12 cem verd. Essigsäure und 12 ccm Alkohol 
vorgenommen. Dabei entsteht im ersten Augenblicke eine 
gelbstichige Fällung, vermutlich ein Hydrazon; dasselbe macht 
schnell dem scharlachroten p-Nitrophenylosazon Platz, das nach 
1/,- bis 1stündigem Erwärmen auf dem Wasserbade als äußerst 
voluminöser Krystallbrei das Reaktionsgefäß füllt. Das Osazon 
kann sodann abgesaugt werden. Es wird erst mit verdünnter 
wäßrig -alkoholischer Essigsäure, dann mit Wasser ausgewaschen 
und im Vakuum getrocknet; es ist analysenrein. Die Ausbeute 
war fast quantitativ; sie betrug im Mittel 3,7 g aus 1,0 g 
Dioxyaceton, während theoretisch 3,8 g zu erwarten sind. 

c) Derselbe Versuch mit Glycerinaldehyd ergab 2,66 g 
Methylglyoxal-p-nitrophenylosazon. 

d) Nunmehr wurden Destillationen von 1,0 g Dioxyaceton 
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in Gegenwart der äquivalenten Menge Dinatriumphosphat (4 g kry- 
stallwasserhaltigen Salzes) vorgenommen. Die Ausbeuten an Phe- 
nylosazon und p-Nitrophenylosazon blieben dadurch unverändert. 

e) Um den Einfluß der in Esterbindung mit Triose ver- 
knüpften Phosphorsäure auf die Ausbeute an Methylglyoxal 
zu prüfen, wurde 1,9 g Dioxyacetonphosphorsäure!) entsprechend 
1,0 g Dioxyaceton ebenso destilliert. Es wurden 2,89 g typi- 
sches p-Nitrophenylosazon isoliert. 

Das Verhalten der Hexosen bei der Säuredestillation geht 
aus den Versuchen f) und g) hervor. 

f) 1 g Fruchtzucker, ebenso behandelt, hinterläßt im 
Kolben nicht unbeträchtliche Kohleabscheidungen und liefert 
ein Destillat, das keine Farbenreaktionen auf Methylglyoxal 
zeigt, eine etwas gelbstichige Furfurol-Anilinacetatprobe gibt, 
Fehlingsche Mischung kaum reduziert und mit den Acetaten 
der Hydrazinbasen spurenhafte Niederschläge bildet, die in der 
heißen Flüssigkeit jedoch glatt löslich sind und dement- 
sprechend auch beim Auswaschen verschwinden (Furanderivate?). 

g) Der Traubenzucker liefert ein ganz ähnliches Destillat 
wie Fructose; die Furfurolreaktion zeigt hier die richtige Nuance. 
Osazone entstehen nur in Spuren und sind spielend löslich. 

h) Um festzustellen, ob bei gleichzeitiger Anwesenheit von 
Hexosen und Triosen die Methylglyoxalbildung aus letzteren 
beeinträchtigt werde, wurden Gemische von 6- und 3-Kohlen- 
stoffzuckern der Säuredestillation unterworfen. Es konnte kein 
ungünstiger Einfluß der Hexosen beobachtet werden. 

Der hier angeführte Versuch, zu dem das Gemisch von 
0,8g Fruchtzucker und 0,2g Dioxyaceton diente, tut zugleich dar, 
daß die prozentische Ausbeute an Methylglyoxalosazon weder 
durch die Gegenwart der Hexose noch durch Verringerung der 
Triosemenge verschlechtert wird. 

Von den üblichen 75 ccm Destillat dienten 25,0 ccm zur 
Anstellung der Proben und der Reaktion mit Phenylhydrazin, 
die vorschriftsmäßig verliefen. 50,0 com wurden auf das p- 
Nitrophenylosazon verarbeitet, von dem 0,505 g zur Wägung 
gelangten, entsprechend 3,78 g für 1 g Dioxyaceton oder 
= fast 100°/, der Theorie. 


1) Dioxyacetonphosphorsäure C,H,O,¿P hat das Molekulargewicht 
170; ihr Bariumsalz C,H,0,PBa das von 305. 
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i) Alle Versuche, aus den S. 258 und 259 gekennzeich- 
neten Hexosebiphosphatpräparaten ein methylglyoxalhaltiges 
Destillat und entsprechende Osazone zu gewinnen, schlugen 
ausnahmslos fehl. 

Unsere Arbeitsweise geht aus folgendem Beispiel hervor. 

4,6 g hexosediphosphorsaures Calcium wurden in ein 
kaltes Gemisch von 6,0 g konz. H,SO, mit 20,0 g H,O ein- 
gerührt. Von dem abgeschiedenen Gips wurde abgesaugt und 
das klare Filtrat in der erwähnten Weise destilliert. 

Die übergegangene Flüssigkeit verhielt sich ganz wie ein 
Lävulosedestillat; mit p-Nitrophenylhydrazinacetat entstand 
niemals ein schwerlösliches Osazon. 

k) Daß auch die Gegenwart von wahrem Hexosebiphos- 
phat die Methylglyoxalbildung nicht beeinträchtigt, zeigt das 
Verhalten eines Gemisches von Ester-Bariumsalz und Dioxy- 
aceton. 1,80 g hexosediphosphorsaures Barium und 0,20 g 
Dioxyaceton wurden in ein Gemenge von 3 g konz. H,SO, 
und 10 ccm H,O eingetragen. Nach Filtration von Barium- 
sulfat wurde destilliert. Aus 50 ccm des Destillates, dessen Ge- 
samtmenge wie zumeist 75,0 ccm betrug, wurden 0,50 g Methyl- 
glyoxal-p-nitrophenylosazon abgeschieden; das entspricht 3,75 g 
für 1 g Dioxyaceton oder 99°/, der Theorie. 

Aus der Reihe der Versuche seien schließlich noch die 
beiden folgenden angeführt, die dartun, daß etwa 1 bis 2°], 
einer Beimischung von wirklicher Triose zum Hexosebiphosphat 
mit dem Verfahren ohne weiteres entdeckt werden würden. 

1) 5,0 g hexosediphosphorsaures Barium und 0,31 g dioxy- 
acetonphosphorsaures Barium (entspr. 0,1 g Triose) wurden mit 
20,0 ccm H,O plus 7,5 g konz. Schwefelsäure behandelt. Aus 
dem Destillat wurden 0,19 g p-Nitrophenylosazon des Methyl- 
glyoxals isoliert. 

m) Aus dem Gemenge von 5,0 g hexosediphosphorsaurem 
Calcium, H,SO, und 0,055 g Dioxyaceton, dessen Destillation 
hier bis zum Übergehen von 150 ccm fortgesetzt war, entstan- 
den 0,20 g p-Nitrophenylosazon, entsprechend 3,64 g für 1g 
Dioxyaceton oder 96°/, der Theorie. 

Der letzte Versuch enthüllt zugleich die weitgehende Un- 
abhängigkeit der Ausbeute an Methylglyoxalosazon von der 
Verdünnung des Destillates. 
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Zusammenfassung, 

1. Der über das schwerlösliche Calcium- oder Bariumsalz 
gereinigten Hexosediphosphorsäure kommt — in voller Überein- 
stimmung mit den Angaben von Harden und Young — die 
Formel C,H,,O,(PO,H,), zu. Die freie Säure ist dextrogyr. Als 
höchste bisher beobachtete Drehung fanden wir [a]p,, = + 3,55% 
für besonders sorgfältig gereinigte Substanz. Durch Hydrolyse, 
bei der Linksdrehung auftritt, entsteht Fruchtzucker. 

2. Weder freie Hexosediphosphorsäure noch ihre löslichen 
oder unlöslichen Alkali- und Erdalkalisalze können durch lebende 
Hefen zur Gärung gebracht werden. Auch Zusätze von Kofer- 
ment oder künstlichen Aktivatoren entfachen die Gärung nicht. 
Dem Ausbleiben der Gärung liegt keine Vergiftung der lebenden 
Hefezellen durch die Substanz zugrunde; denn die von dem 
Hexosebiphosphat durch einfaches Zentrifugieren abgetrennten 
Hefen rufen die normale Vergärung von Glucose oder Rohr- 
zucker hervor. . 

3. Während die Esterbildung zwischen Phosphorsäure und 
Hexosen durch Trockenhefen oder Hefensäfte, also durch ge- 
schädigte oder abgetötete Hefen bzw. durch überhaupt zellen- 
freies Material nahezu quantitativ herbeigeführt wird, konnte 
durch unsere frischen Hefen nur eine Bindung des vorhan- 
denen Phosphats zu höchstens 8°/, erreicht werden, auch in 
Gegenwart von Toluol. In getrocknetem Zustande verestern 
die gleichen Hefen fast vollständig. 

4, Diese Erscheinungen könnten wohl dafür sprechen, daß 
die unter besonderen Umständen erfolgende Vereinigung von 
Phosphat mit Zucker ein pathologisches Geschehnis, vielleicht 
der Ausdruck eines Entgiftungsvorganges bei abnormen P,O,- 
Konzentrationen ist. Aber selbst im Falle der physiologischen 
Natur dieser Reaktion würde sie an sich nicht das geringste 
besagen für die Frage der alkoholischen Zuckerspaltung, d.h. 
für das Zerreißen der sechsgliedrigen Kohlenstofikette sowie 
für den Übergang in Zwischenstufen und deren Zerfall in 
Alkohol und Kohlensäure. 

5. Die zuletzt angeführten Erwägungen würden auch gegen- 
über einer wahren alkoholischen Gärung der Triosen gelten, 
Mit lebenden Hefen jedoch, die den natürlichen Gärakt 
vollziehen, vergären aber weder Glycerinaldehyd noch Dioxy- 
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aceton bei Bedingungen, unter denen Traubenzucker und Fructose 
vollständig umgesetzt werden. Gleichfalls übt hier ein Zusatz von 
Aktivatoren keinerlei Einfluß aus; eine Giftwirkung der Triosen 
auf die lebenden Hefezellen liegt ebenfalls nicht vor. Somit 
muß zunächst die Berechtigung zweifelhaft erscheinen, in den 
Triosen die zwangsläufigen Zwischenglieder des alkoholischen 
Zuckerzerfalles zu erblicken. Vielleicht vergären die Triosen 
unter bestimmten Verhältnissen mehr oder minder deutlich, 
weil auch sie unter Umständen in das gärfähige Zwischenprodukt 
übergeführt werden können. 

6. Deshalb ist die von Lebedew und anderen Autoren 
vertretene Ansicht, daß der Zuckerzerfall über die Glieder der 
Triosen führe, unerwiesen. Seine weitere Annahme, daß der 
Glycerinaldehyd unmittelbar, das Dioxyaceton nach vorauf- 
gegangener Kuppelung an Phosphorsäure und Kondensation zum 
typischen Hexosebiphosphat vergoren werde, birgt in sich den 
kaum lösbaren Widerspruch, daß Dioxyaceton als strukturell 
inaktives Kohlenhydrat in ein optisch aktives Produkt mit drei 
asymmetrischen Kohlenstoffatomen, in d-Fructose, übergehen solle. 
Außerdem konnten die Angaben hinsichtlich eines Eintritts der 
Esterbildung allein mit Dioxyaceton nicht bestätigt werden, 
indem bei Verwendung beider Triosen kleine Mengen Phosphor- 
säureester entstehen, dessen Herkunft aus den Dreikohlenstoff- 
zuckern jedoch unsicher erscheint. 

7. Die genaue Untersuchung von Hexosebiphosphatprä- 
paraten verschiedener Darstellungsarten, namentlich mittels 
eines neuen Verfahrens zum Triosennachweise, ergab keinen 
Anhaltspunkt dafür, daß in dem Hexosediphosphorsäureester 
eine Triosemonophosphorsäure steckt. Auch diese Hoffnung, 
einen Beweis für die Entstehung von Dreikohlenstoffzucker 
durch einen biochemischen Vorgang erbringen zu können, hat 
sich als trügerisch erwiesen. 

8. Ein Verfahren zur Auffindung kleinster Mengen Triosen 
läßt sich auf die Überführung in Methylglyoxal durch Destil- 
lation mit verdünnter Schwefelsäure gründen; dasselbe ist so 
ausgestaltet, daß die Ausbeute an Methylglyoxal praktisch 
quantitativ ist. Dieser glatte Verlauf der Reaktion verdient 
auch in rein chemischer Hinsicht Beachtung. 


Die Desinfektionswirkung der Chininderivate gegenüber 
Diphtheriebacillen*). 


Von 


Hans Schaeffer. 


Aus der bakteriologisch-hygienischen Abteilung (Abteilungsvorsteher: 
Privatdozent Dr. H. Braun) des Hygienischen Universitätsinstituts 
(Direktor: Prof. Dr. M. Neißer) zu Frankfurt a. M. 


(Eingegangen am 26. Juni 1917.) 


Die nicht sehr bedeutende abtötende Wirkung des Chinins 
gegenüber Bakterien vermochte demselben in der Reihe der 
Desinfizientien keine hervorragende Rolle zu geben. Nach 
Koch?) hemmt es zum Beispiel erst in einer Konzentration 
von 1:625 die Entwicklung des Milzbrandbacillus; in 1°/,iger 
Lösung in mit Salzsäure angesäuertem Wasser tötet es Milz- 
brandsporen erst nach 10 Tagen. Für den Staphylococcus 
aureus hat Lübbert?) die entwicklungshemmende Wirkung des 
salzsauren Chinins bei 1:550 festgestellt. Haendel und 
Baerthlein!?) fanden, daß Paratyphusbacillen noch in einer 
Konzentration von 1:1900, Typhusbacillen noch in einer von 
1:2500 wuchsen. 

Es ist ein Verdienst von J. Morgenroth, durch seine 
zielbewußten Untersuchungen zusammen mit seinen Mitarbeitern 
in den Chininderivaten Desinfektionsmittel von hoher Wirk- 


+) Über einen Teil dieser Untersuchungen wurde von H. Schaeffert) 
und H. Braun?) berichtet. 
Eine kurze Mitteilung über die Ergebnisse vorliegender Veröffent- 
lichung erschien von H. Braun und H. Schaeffer”). 
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samkeit aufgefunden zu haben. Durch Einführung der Radi- 
kale verschiedener Alkohole erhielt er Substanzen, die sich in 
bezug auf ihre abtötende Wirkung gegenüber Bakterien different 
verhalten. Morgenroth und seine Mitarbeiter®”®) sind auf 
Grund ihrer Versuche der Meinung, daß die verschiedenen Prä- 
parate auf die einzelnen Bakterienarten spezifisch wirken. Das 
Äthylhydrocuprein ist zum Beispiel am besten wirksam gegen- 
über Pneumokokken, dagegen weniger wirksam gegenüber 
Streptokokken und Staphylokokken. Das Heptyl- und Octyl- 
hydrocuprein ist nach Morgenroth”) wiederum am besten 
gegenüber Streptokokken und Staphylokokken, weniger da- 
gegen gegenüber Pneumokokken wirksam. 

Für die Beurteilung eines Desinfektionsmittels ist die Art 
der Prüfung von ausschlaggebender Bedeutung. Daher ist die 
Wahl der Prüfungsmethode mit großer Sorgfalt zu treffen. 
Wenn wir bei der Prüfung eines Desinfektionsmittels im 
Reagensglase auch Anhaltspunkte dafür erhalten wollen, ob 
das Mittel im Organismus wirksam sein dürfte, so müssen wir 
besonders vorsichtig sein und besonders strenge Bedingungen 
für seine Wirksamkeit verlangen. Die Konzentration des Des- 
infektionsmittels im Blute und in den Gewebsflüssigkeiten wird 
immer eine sehr geringe sein müssen. Die höchsten zulässigen 
Mengen, die im Organismus kreisen dürfen, werden auch stets 
nur kurze Zeit bestehen, da der Organismus zu einer Verdün- 
nung derselben hinstrebt. Daraus folgt für die Wahl der Prü- 
fungsmethode, daß das Desinfektionsmittel bei dieser in ge- 
ringer Konzentration und kurze Zeit einwirkt. 

Jeder, der sich mit Desinfektionsmittelprüfung beschäftigt. 
weiß, wie schwer es ist, eine fehlerfreie Methode zu benutzen. 
Wir möchten an dieser Stelle auf die verschiedenen Methoden 
nicht eingehen. Jede Methode schließt Fehlerquellen und 
Schwierigkeiten in sich. 

Es kommt bei der praktischen Prüfung von Desinfektions- 
mitteln vor allem auf den Vergleich an. Wenn der Fehler 
überall derselbe ist, dann sind die Resultate vergleichbar. Am 
schwierigsten ist bei der Desinfektionsmittelprüfung die sehr 
wichtige Feststellung von Schneider und Seligmann*®) aus- 
zuschalten, daß die Bakterien, wenn sie mit einem Desinfek- 
tionsmittel in Berührung waren, so geschwächt werden können, 
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daß sie von geringeren Konzentrationen abgetötet werden als 
normale Bakterien. Gerade diese wichtige Feststellung ver- 
langt es, bei der Prüfung der Desinfektionsmittel dieselben nicht 
zu lange auf die Bakterien einwirken zu lassen. Die größt- 
möglichste Entfernung des Desinfektionsmittels ist die zweite 
wichtige Forderung. 

Durch die Einsaat in große Mengen flüssigen Nährbodens ver- 
suchten Rideal und Walker**) dieser Forderung gerecht zu wer- 
den. Bei ausgedehnten Versuchen ist die ursprüngliche Methode 
von Rideal und Walker der Umständlichkeit und Kostspieligkeit 
wegen nicht ausführbar. Deshalb hat schon vor Jahren im 
hiesigen Laboratorium Else Krüger?) die Methode von Rideal 
und Walker in der Weise modifiziert. daß sie auch für größere 
Versuchsreihen ausführbar ist. Aber selbst diese Krügersche 
Modifikation ist für ausgedehnte Versuche umständlich. Des- 
halb haben wir uns die Rideal-Walkersche Methode der 
Desinfektionsmittelprüfung für umfangreiche Versuche ausge- 
arbeitet. Dabei behielten wir immer im Auge, Fehlerquellen 
möglichst auszuschalten und die Desinfektionswirkung der Prä- 
parate nicht zu begünstigen: kurze Einwirkungsdauer und 
große Bakterieneinsaat sind die Hauptforderungen. Wir wollen 
zu der ausführlichen Beschreibung unserer Methodik übergehen. 


I. 


Die untersuchten Chininderivate, die alle gröbere oder 
feinere Pulver darstellen, wurden auf einer chemischen Wage 
in je nach Bedarf verschiedenen, nicht zu kleinen Mengen (nie 
weniger als 0,1 g) abgewogen, um die Fehlerquellen, die durch 
Anhaften feiner Partikelchen am Wägeschälchen entstehen 
konnten, im Vergleich zur abgewogenen Menge Material nicht 
zu groß werden zu lassen. Die Lösungen wurden mit steriler 
physiologischer Kochsalzlósung oder destilliertem Wasser her- 
gestellt. Mit letzterem bei den höheren Homologen der Hydro- 
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cupreinreihe, da dieselben in Kochsalzlösung ausfallen. Je nach 
der Löslichkeit der Präparate lösten wir sie bei Zimmertempe- 
ratur oder im Wasserbad von 65°. Die Stammlösungen, die 
1- bis 5°/ ig waren, wurden für jeden Versuch ihrer eventuellen 
Zersetzlichkeit wegen frisch hergestellt. 

Die Versuche über die antiseptische Wirkung der Präparate, 
die von uns Hemmungsversuche genannt werden, wurden fol- 
gendermaßen angesetzt: 

Von der Ausgangslösung des zu prüfenden Desinfektions- * 
mittels wurden absteigende Mengen zu 4 cem Bouillon zugesetzt 
und mit dem Lösungsmittel, destilliertem Wasser oder physio- 
logischer Kochsalzlösung, auf 5 cem aufgefüllt. Die Röhrchen 
wurden zusammen mit einer Kontrolle ohne Desinfektionsmittel 
mit je 0,001 ccm 24stündiger Diphtheriebouillonkultur beimpft 
und 7 Tage lang im Brutschrank von 37° gehalten. Orien- 
tierende mikroskopische Auszählungen der Einsaat ergaben in 
0,001 cem Bouillonkultur über 100000 Keime. War in einem 
Röhrchen Wachstum makroskopisch erkennbar, so wurde ein 
mikroskopisches Ausstrichpräparat angefertigt, das wir 1 bis 
2 Sekunden mit 1:5 verdünntem Löffler-Methylenblau färb- 
ten. Bei zweifelhaften Bakterienformen oder beim Verdacht 
einer Verunreinigung wurde ein Grampräparat gemacht, außer- 
dem ein Lóffler-Róhrchen beeimpft, in wichtigen Fällen eine 
Reinzüchtung vorgenommen. Die Röhrchen, in denen ein 
Niederschlag oder eine Trübung durch das Desinfektionsmittel 
entstand, wurden stets mikroskopisch kontrolliert, um eine 
Verwechslung mit Bakterienwachstum auszuschließen oder das- 
selbe nachzuweisen. 

Als Beispiel folgt ein ausführliches Protokoll eines solchen 
Versuchs in Tabelle 1. 

Schwankungen der Resultate, die unter gleichen Versuchs- 
bedingungen auftraten, führten Schneider und Seligmann*) 
nach Ausschluß aller anderen Fehlerquellen auf Resistenz- 
schwankungen der Bakterien zurück und machten die ver- 
schiedenartige Zusammensetzung des jeweiligen Nährbodens der 
Kulturen dafür verantwortlich. Auch bei den Ergebnissen 
unserer Versuche ist es nicht ausgeschlossen, daß die zur jetzigen 
Kriegszeit sehr wechselnde Güte des zur Herstellung der Bouil- 
lon verwendeten Fleisches beziehungsweise Fleischextraktes zum 
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Tabelle 1 
12. September 1916. 
Hemmungswirkung des Chininum hydrochloricum gegen 
Diphtheriebacillen. 


Von einer */,%/pyigen Lösung des Chininum hydrochloricum werden 
absteigende Mengen zu je 4 cem Bouillon zugesetzt und mit sterilem 
destilliertem Wasser auf 5ccm aufgefüllt. Die Röhrchen werden zu- 
sammen mit einer Kontrolle ohne Desinfektionsmittel mit je 0,001 ccm 
24stündiger Diphtheriebouillonkultur beimpft und 7 Tage lang im Brut- 
schrank von 37° beobachtet. Ausgeführt mit Diphtheriestamm Nr. 708 
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Desinfektionsmit- 

tels . . . . . . [1:1000 | 1:2000 | 1:4000 [1:10000/1:20000/1:40000| — 

Diphtheriestamm Nr. 708. 
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Resultat: Chininum hydrochloricum hemmt das Wachstum beider Diph- 
theriestámme in der Verdünnung 1: 10000. 


Teil für die Resultatschwankungen verantwortlich zu machen 
ist; jedoch nur zum Teil, da Schwankungen um die doppelte 
Konzentration beim gleichen Stamm im gleichen Versuch (also 
mit auf demselben Nährboden gezüchteten Bakterien) öfters 
vorkamen. Als Beispiel dafür diene Tabelle II, die eine solche 
Resultatdifferenz zweier mit der gleichen Kultur des gleichen 


274 


H. Schaeffer: 


Stammes angesetzter Versuche über die antiseptische Wirkung 
des Optochins gegenüber Diphtheriebacillen enthält. 


Tabelle II. 


Versuch vom 3. Mai 1916. 
Hemmungsversuch mit Optochin geg. Diphtheriestamm Nr. 558. 
Versuch doppelt angesetzt: Serie A und B. 





- Röhrchen | 1 


5 |6| 


7 | 8 | 9 | 10 | Kontrolle 









Konzentration 
des Desinfek- 
tionsmittels 


Serie A*). 
Serie B*). 








Bakterienwachstum feststellbar, 


Serie B steril blieb. 


Diphtheriestamm Nr. 
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1: 10000 | 


1 





==] 





1:40000 


| 
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1 : 100000 


|+ + 


+ 


I— + + 
Im Röhrchen 8 der Serie A war am 7. Tag nach seiner Beimpfung 


| 


während das gleiche Röhrchen der 


*) Unter Serie A und B verstehen wir die beiden gleichzeitig mit 
den gleichen Materialien angesetzten Versuche. 


Die Tabellen III bis V zeigen die Resultatschwankungen 
bei Hemmungsversuchen mit einem einzelnen Stamm und die 


"Grenzwerte, die mit verschiedenen Stämmen bei 


Mittel erzielt wurden. 


Tabelle III. 


demselben 


Hemmungswerte der einfach salzsauren Salze des Chinins, des Methyl-. 


Äthyl-, 


Isopropyl- und Isobutylhydrocupreins, 


die bei der Prüfung 


gegenüber mehreren Diphtheriestimmen gewonnen wurden. 
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Tabelle V. 
Hemmungswerte der chinasauren Salze des Isoamyl- und des Isoctylhydrocupreins, die bei der Prüfung gegenüber mehreren 


Diphtheriestämmen gewonnen wurden. 


ee | 


Diphtheriestamm 





Grenzwerte 


Andere 
Diphtheriestámme 





Nr. 708 


Nr. 558 


, | : 200000—500000 









Isoamylhydrocuprein. chinicum . 


1: 200000— 500000 


1:200000 





1: 200000—500000 





: | 1 : 200000—400 000 | 1: 200000—1000000 | 1 : 200 000—400 000 | 1 : 200000—1 000000 





Isoctylhydrocuprein. chinicum. 
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Die ersten und zweiten Kolumnen 
aller drei Tabellen zeigen die Konzen- 
trationen an, die bei demselben Stamm 
(Nr. 558 und Nr. 708) Wachstumshem- 
mung erzielten. Die vierte Rubrik ent- 
hält dié Grenzwerte, die entstehen, 
wenn man die Ergebnisse aller Stämme 
bei jedem Mittel zusammenfaßt und 
ihre höchsten und niedrigsten Werte 
angibt. Es zeigt sich nun, daß beim 
gleichen Stamm bei allen Präparaten 
Resultatschwankungen um das Zwei- 
bis Vierfache vorkommen können. Das 
Wachstum der verschiedenen Diph- 
theriestämme wird gleichfalls . durch 
Konzentrationen gehemmt, die um etwa 
das Vierfache schwanken. Eine Aus- 
nahme macht das Cetylhydrocuprein, 
da es in seiner Hemmungswirkung 
Schwankungen um das Achtfache zeigt, 
was sich, wie noch gezeigt werden 
wird, bei seiner Abtötungswirkung wie- 
derholt. $ 

An dieser Stelle möge noch über 
das „Nachwachsen“ berichtet werden. . 
In den Röhrchen, die kein Desinfek- 
tionsmittel oder dasselbe in geringer, 
unwirksamer Konzentration enthielten, 
war Bakterienwachstum nach 24 oder 
48 Stunden deutlich erkennbar. Andere 
Röhrchen mit größerem Gehalt an Des- 
infektionsmittel blieben anfangs klar, 
zeigten aber am 3., 5., zuweilen erst 
am 7. Tage Bakterienwachstum. Ta- 
belle VI zeigt ein Protokoll eines Hem- 
mungsversuches, bei dem dieses „Nach- 
wachsen“ deutlich zu sehen ist. 

Für dieses verspätete Wachstum 
lassen sich mehrere Möglichkeiten an- 
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führen. Die naheliegendste Erklärung wäre durch die Ge- 
wöhnung der Bakterien an das Desinfektionsmittel gegeben. 
wie sie z. B. Morgenroth und Kaufmann?) für die 
Pneumokokken bei Optochin im Tierversuch, Tugendreich 
und Russo?) im Reagensglase nachgewiesen haben. Wie weiter 
unten noch eingehender berichtet wird, gelang jedoch eine 
Festigung der Diphtheriebacillen gegen Optochin nicht. 

Es wäre weiterhin möglich, daß die als Nährboden verwendete 
Bouillon das Desinfektionsmittel allmählich bindet und dadurch 
dessen Konzentration mit der Zeit so stark verringert, daß die 
Bakterien wachsen können. Oder man müßte annehmen, daß die 
Vitalität der Bakterien durch das Desinfektionsmittel abge- 
schwächt wird und sie daher längere Zeit zum Wachstum 
brauchen. Wie dem auch sei, die Versuche zeigten, daß eine Be- 
obachtungsdauer von 7 Tagen eher zu kurz als zu lang ist, und wir 
können es nur dringend empfehlen, die Röhrchen der Hem- 
mungsversuche mindestens 7, oder sogar, wie Schneider und 
Seligmann!°) angeben, 8 bis 10 Tage zu beobachten. 

Für die Abtötungsversuche setzten wir die Stammlösungen 
der Desinfektionsmittel in der oben bei den Hemmungsversuchen 
beschriebenen Weise an. Aus den Ausgangslösungen wurden 
die weiteren Verdünnungen mit dem Lösungsmittel (destillier- 
tem Wasser oder physiologischer Kochsalzlösung) hergestellt. 
Die Lösungen ließen wir im Brutschrank von 37° stehen, bis 
sie diese Temperatur hatten. Da wir das destillierte Wasser, 
das wir zur Herstellung der Lösungen verwendeten, stets einen 
Tag lang vor dem Versuch in den Brutschrank stellten, er- 
reichten die Lösungen meist schon nach einer halben Stunde 
die Brutschranktemperatur. 

Zu den Versuchen wurden 24stündige Löffler-Serum- 
kulturen verwandt. Die Bakteriensuspension wurde durch Ab- 
schwemmung von zwei Kulturen in zusammen 5 ccm physio- 
logischer Kochsalzlösung bzw. sterilem destillierten Wasser her- 
gestellt. Die Größe der Einsaat der abzutötenden Bakterien 
wechselte mit der im Versuch verwendeten Flüssigkeitsmenge. 
Arbeiteten wir, was meist geschah, mit 5 ccm Lösung in jedem 
Röhrchen, so setzten wir je 5 Tropfen der Bakteriensuspension 
aus einer 1 ccm fassenden Pipette zu, was ungefähr 0,25 ccm 
entspricht. Stand uns weniger Material zur Verfügung, so mußten 





P 
- 


Kontrolle 


Röhrchen 1 |10 cem L, 
9 
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wir uns aus Sparsamkeitsrücksichten mit der Hälfte der Menge 
der Lösungen begnügen (2,5 ccm). Zu dieser Menge Desinfektions- 
mittel gaben wir dann 3 Tropfen Bakteriensuspension (= unge- 
fähr 0,15 ccm) hinzu. 

Nachdem wir unsere ersten Versuche mit einer Abtötungs- 
dauer von 45 Minuten angestellt hatten, wählten wir später 
aus den oben angeführten Gründen die Dauer von nur 10 Mi- 
nuten, die wir dann für alle Versuche beibehielten. Genau 
nach 10 Minuten wurde jedes Röhrchen aus dem Brutschrank 
genommen und aus ihm die Sterilitätsprobe, meist doppelt, an- 
gesetzt. Wir benutzten dazu eine kleine Platinöse, die nach 
genauer Messung 0,4 mg destilliertes Wasser faßte, also dem 
fünften Teil einer Normalöse entsprach. Alle Versuche sind 
mit derselben Öse angestellt. Das Material wurde aus dem zu 
prüfenden Röhrchen durch einmaliges Eintauchen dieser Öse 
in 10 cem sterile Bouillon überimpft. Das in der Öse ent- 
haltene Desinfektionsmittel wurde durch die Überimpfung um 
das 25000fache verdünnt. Diese starke Verdünnung schließt 
eine nachträgliche Hemmungswirkung in der Sterilitätsprobe 
sowohl bei den niederen als auch bei ‘den höheren Homologen 
der geprüften Chininderivate aus, wie sich durch Berechnung 
aus den Hemmungsversuchen ergibt. Die so angesetzten Ste- 
rilitátsproben wurden 7 Tage lang im Brutschrank von 37° 
beobachtet und genau wie die Hemmungsversuche kontrolliert. 

Als Beispiel diene ein ausführliches Protokoll eines solchen 
Versuches, den Tabelle VII zeigt. 


Tabelle VII. 
2. November 1916. 
Abtötung von Diphtheriebacillen durch Äthylhydrocuprein 
hydrochloricum (Optochin). 
Material: 
1. 1°/,ige Lösung von Optochin in physiologischer Kochsalzlösung = L£,. 
2. Aufschwemmung von je zwei 24 stündigen Löfflerserum-Kulturen von 
Diphtheriestamm Nr. 558, 708 und 8421 in 5 com physiologischer 
Kochsalzlösung. 
3. Röhrchen mit 10 cem steriler Bouillon gefüllt. 
Versuchsanordnung: 





5 ccm aus Röhrchen 1 +5 cem physiol. Kochsalzlösung; » 5ccm » 


3|5com » n 2+5com r ” ; » 5com r r 
4| 5cem » ” 3+5 ccm r ” ; r» 5cem entfernt. 
5 ccm r n 


davon 5ccm in Röhrchen 2 


4 
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Es enthált dann: 





Röhrchen 1| 5 ccm der Konzentration 1: 100 


” 2] 5ccm n»n n 1 : 200 
n 3l5ccm » ” 1: 400 
n 4| 5 ccm n 1 : 800 


Kontrolle 5 ccm physiologische Kochsalzlösung. 


Die Röhrchen werden zunächst im Brutschrank auf eine Temperatur 
von 35° gebracht. Dann wird jede Minute ein Röhrchen mit 5 Tropfen 
der Kulturaufschwemmung versetzt und gut durchgemischt. 10 Minuten 
nach seiner Beimpfung wird aus jedem Röhrchen die Sterilitätsprobe an- 
gesetzt, indem in zwei Röhrchen (A und B) von 10 ccm Bouillon je eine 
Fünftel-Normalöse geimpft wird. 

















Röhrchen | 1 | 9 | 3 | a Kon- 
Konzentration des Desinfek- rs > = 
tionsmittels . . . . ... 1:100 | 1:200 | 1:400 | 1:800 un 





|a[bJa|sJa[b|a]5] =>) 


Diphtheriestamm Nr. 558 


paa 
= 
S 

0% 


~OA won 
S 
RA 
, 
BERRE 
| 
| 


> 


Hd | 
+ 
| 





HUA o 
SH 
y y 
RR 
1. 
| 
| 
IN] 
| 
| 





Tags sr ie a Se =|=]-=] | + 


Bas 
AR 
I 
ou 
BR 
| 
l 
l 
+| 
+ | 


APRA A 
5 I 
Kotei 
40d 
PA 


Resultat: Optochin tötet in 10 Minuten alle drei Diphtheriestämme in 
der Verdünnung 1:400 ab. 
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Auch bei den Abtótungsversuchen wuchsen eine Anzahl 
Sterilitätsproben später als die Kontrollen. Doch handelte es 
sich dabei meist nur um einmal, selten zweimal 24 Stunden. 
Eine Hemmung durch das Desinfektionsmittel in der Sterilitäts- 
probe ist aus obengenannten Gründen ausgeschlossen. Der Grund 
für das Nachwachsen ist hier also wahrscheinlich in der länger 
andauernden, durch das Desinfektionsmittel hervorgerufenen 
Abschwächung der Vitalität der Bakterien zu suchen. Oder 
es führt eine Überimpfung nur weniger nicht abgetöteter und 
nicht abgeschwächter Keime dazu, daß das Bakterienwachstum 
erst einige Tage später feststellbar wird. Da wir unter den 
vielen Versuchen nur in 2 Fällen ein Nachwachsen am 4. und 
5. Tage beobachteten und nie am 6. oder 7. Tage sahen, glauben 
wir, daß eine Beobachtungszeit von 5 Tagen völlig ausreichend 
für Abtötungsversuche bei Anwendung dieser Methode ist. 

Wie die wachstumshemmende Wirkung, so ist auch die 
Bactericidie der einzelnen Präparate nicht immer gleich, wie 
die Tabellen VIII bis X zeigen. 


Tabelle VIII. 


Abtötungswerte der einfachsalzsauren Salze 
des Chinins, des Methyl-, Äthyl-, Isopropyl- und Isobutylhydrocupreins, 


wurden. 





die bei der Prüfung gegenüber mehreren Diphtheriestämmen gewonnen 
Diphtherie- 


Andere 
stamm | Diphtherie- | Grenzwerte 
stämme 


Diphtherie- 
stamm 
Nr. 558 á 


Nr. 708 


Chininum hydro- 
chloricum . . . |1:100—200| 1:100 














1: 100 1: 100—200 




















Methylhydrocupr. 

hydrochloricum . 1: 200 1:200 |1:200—400| 1: 200—400 
Äthylhydrocuprein. 

hydrochloricum . | 1:400 —800 1:400—800 
Isopropylhydrocu- 


prein. hydrochlor. 





1: .800-1600| 1: : 400—1600 





Isobutylhydrocu- 


1: 800 | 1:800 
prein. hydrochlor. | 


1 -800—100 1: 400 





1:1000—4000| 1: 1000 1: 1000 en 
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Tabelle IX. 
Abtötungswerte der doppeltsalzsauren Salze 
des Hydrocupreins, des Isopropyl-, Isobutyl-, Isoamyl-, Hexyl-, Heptyl-, 
Isoctyl-, Normal-Octyl-, Decyl-, Dodecyl- und Cetylhydrocupreins, die 
bei der Prüfung gegenüber mehreren Diphtheriestámmen gewonnen 
wurden. 


Diphtherie- | Diphtherie- = Andere Diph- 








stamm Nr. 558| stamm Nr. 708| theriestämme Grenzwerte 























Hydrocuprein. 


bihydrochloricum 1:20—40 | 1:20—40 I; 20— 40 





Isopropylhydrocu- 
prein- -bihydrochlor. 





1:80 





Isobuty Ihydrocupr. 


1:80 1:80 | 1:80 
| 
bihydrochloricum | 





1: 200 1: 200 1200 


Isoamylhydrocupr. F 
bihydrochloricum 








Hexylhydrocuprein. Pi 
bihydrochloricum 





1 : 100—400 1 : 100—200 1: 100—400 1:100— 400 





Heptylhydrocupr. g 
. bihydrochloricum 





1 : 4000—16000 1 : 4000 |1: 4000—16000 | 1: 4000—16000 








Isoctylhydrocupr. 


1 : 1000—2000 | 1: : 1000— 4000 | 1: iR l: 1000— 4000 
bihydrochloricum | 





1: 2000—8000 1:4 4000— 8000 | l: 2000—8000 


1 : 2000—8000 





Normal- -Octylhydro- 
cuprein. bihydro- 











1 : 8000—16000 1 : 8000 























chloricum 1 : 8000 1 : 8000—16 009 
Decylhydrocuprein. | 

bihydrochloricum 1 : 8000 1 : 4000 | 1: 4000 1 : 4000—8000 
Dodecylhydrocupr. | | 

bihydrochloricum 1: 2000 1: 2000 | 1: 4000 1: 2000— 4000 
Cetylhydrocuprein. | | + 





bihydrochloricum | 1:500—1280 | 1: 400—1600 | 1 : 200—400 1 : 200—1600 
Tabelle X. 
Abtötungswerte der chinasauren Salze 
des Isoamyl- und Isoctylhydrocupreins, die bei der Prüfung gegenüber 


mehreren Diphtherie-Stämmen gewonnen wurden. 
Diphtherie- Diphtherie- Andere Diph- . 
ES Nr. 558 | stamm Nr. 708| theriestámme Greiswerto 


Isoamylhydrocu- | 
prein. chinicum . 1 : 8000—16 000 | 1 : 8000 1 : 4000 : 4000 - 16000 


Isoctylh ED j 
chinicum . 




















1:5000—16000 |1: OE E :5000— 16000 
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Es zeigen sich hier Resultatschwankungen, die sich áhn- 
lich wie die bei den Hemmungsversuchen festgestellten ver- 
halten. Die Konzentration des Desinfektionsmittels, durch die 
ein und derselbe Stamm abgetótet wird, schwankt bei allen 
Chininderivaten um das Zwei- bis Vierfache. Dieselben Schwan- 
kungen treten auch auf, wenn man die Wirksamkeit der Mittel 
gegen verschiedene Diphtheriestimme vergleicht. Auch da- 
bei finden sich Differenzen um das Zwei- bis Vierfache. Be- 
sonders auffällig sind die Schwankungen beim Cetylhydrocuprein, 
analog seinem Verhalten im Hemmungsversuch. Dieses Prä- 
parat erweist sich gegen verschiedene Stämme um das Acht- 
fache verschieden wirksam. 


II. 


Im Vorhergehenden haben wir unsere Methodik beschrieben. 
Wir gehen nun dazu über, ausführlich über unsere Versuche zu 
berichten. Zunächst mögen genauere Angaben über die zu den 
Versuchen verwendeten Diphtheriestämme gegeben werden. 

Die Versuche wurden mit 10 Diphtheriestämmen ausge- 
führt. Die Stämme Nr. 558 und 708 wurden gegen jedes der 
untersuchten Präparate geprüft, während die übrigen 8 Stämme 
abwechselnd zu den Untersuchungen hinzugezogen wurden. 

Der Stamm Nr. 558`st ein am 13. IV. 1916 aus dem Rachen eines 
l4jährigen Knaben gewonnener, morphologisch und kulturell typischer 
Diphtheriebacillus. Im Meerschweinchen-Tierversuch war er virulent. 
Nach 8 Monaten nochmals geprüft, erwies er sich ebenso virulent wie 
vorher. 

Der Stamm Nr. 708 war am 13.IV.1916 aus den Lakunen einer 
exstirpierten Tonsille eines 28jährigen Patienten gewonnen. Morpholo- 
gisch und kulturell erwies er sich als typischer Diphtheriebacillus und 
zeigte sich im Meerschweinchen-Tierversuch virulent. 

Die Stämme Nr. 8421, 9907 und 13727 sind aus Rachen gezüchtete 
typische und tiervirulente Diphtheriebacillen. Die seltener verwendeten 
Stämme Nr. 13250, 13698, 3978, 3983 und 8424 sind färberisch und 
kulturell typische Diphtheriestäbchen, von denen kein Tierversuch an- 
gesetzt worden ist. 

So viel von den verwendeten Stämmen. Es mögen nun 
die Angaben über die untersuchten Präparate folgen. 

Unseren verbindlichsten Dank möchten wir Herrn Geheim- 
rat Prof. Dr. J. Morgenroth aussprechen, der in liebenswürdig- 


ster Weise uns die verschiedenen Chininderivate zur Verfügung 
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gestellt hatte. Zu besonderem Danke sind wir außerdem den 
Vereinigten Chininwerken Zimmer & Co. verbunden, die uns 
jederzeit die Präparate bereitwilligst überlassen haben und uns 
mit Ratschlägen behilflich waren. 

Die untersuchten Präparate sind Abkömmlinge des Hydrocu- 
preins, dessen Strukturformel der nachstehenden Besprechungen 
wegen hier wiedergegeben sei. 

CH,¿—CH,—CH—CH-—CH, CHOH—C CH 
TE O A A 
a Ad 
8 
CH, —N—CH N CH 
Hydrocuprein. 

Zum Vergleich mögen auch die Strukturformeln des Chinins 

und Hydrochinins angeführt: werden. 


CH, =CH — CH—CH—CH, CHOH —C CH 
> Z LN 
CH, ce hi 3 — OCH, 
CH, CH C CH 
| W Az 
CH,—N-CH N 
Chinin 
CH, — CH, — CH—CH-CH, CHOH —C CH 
=== A INN 
CH, á cH C C-OCH, 
¿ / | ix Ar 
H, CH C CH 
| Ke NZA NZ 
CH,—N—CH N CH 


Hydrochinin (Methylhydrocuprein). 


Durch Einführung der verschiedenen Alkoholradikale an 
Stelle des Wasserstoffs der bezeichneten Hydroxylgruppe des 
Hydrocupreins entsteht eine Reihe von Verbindungen. Be- 
zeichnen wir die Formel des Hydrocupreins mit R— OH, so 
sind die Formeln der durch Einführung der Alkoholradikale 
entstandenen Verbindungen folgende: 

R — OCH, = Methylhydrocuprein (Hydrochinin). 
R — 0C,H, = Äthylhydrocuprein (Optochin). 
R — OCH Con = Isopropylhydrocuprein. 
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R — OCH, — CHC OH = Isobutylhydrocuprein. 

R — OCH, — CH, — CH CH’ —Isoamylhydrocuprein(Eucupin). 
R — O(CH,)’ — CH, = Hexylhydrocuprein. 

R — O(CH,)® — CH, — Heptylhydrocuprein. 

R — 0(CH,) — CH cp? = Isoctylhydrocuprein *). 


R — 0(CH,)' — CH, = Normal- Octylhydrocuprein. 
R — O(CH,)’ — CH, = Decylhydrocuprein. 

R — 0(CH,)** — CH, — Dodecylhydrocuprein. 

R — O(CH,)!° — CH, = Cetylhydrocuprein. 

Die dazwischen liegenden fehlenden Homologen, wie zum 
Beispiel das Nonylhydrocuprein, standen uns nicht zur Ver- 
fügung. 

Von diesen Chininderivaten konnten wir teils einfachsalz- 
saure, teils doppeltsalzsaure und von wenigen auch chinasaure 
Salze untersuchen, und zwar: 

1. Chininum hydrochloricum, 

2. Hydrocuprein. bihydrochloricum, 

3. Methylhydrocuprein. hydrochloricum, 

4. Methylhydrocuprein. bihydrochloricum, 
5. Aethylhydrocuprein. hydrochloricum, 

6. Äthylhydrocuprein. bihydrochloricum, 

7. Isopropylhydrocuprein. hydrochloricum, 
8. Isopropylhydrocuprein. bihydrochloricum, 
9. Isobutylhydrocuprein. hydrochloricum, 

10. Isobutylhydrocuprein. bihydrochloricum, 

11. Isoamylhydrocuprein. bihydrochloricum, 

12. Isoamylhydrocuprein. chinicum, 

13. Isoamylhydrocuprein. bichinicum, 

14. Isoamylhydrocuprein. chinicum hydrochloricum, 

15. Hexylhydrocuprein. bihydrochloricum, 

16. Heptylhydrocuprein. bihydrochloricum, 

17. Normal-Octylhydrocuprein. bihydrochloricum, 

18. Isoctylhydrocuprein. bihydrochloricum, 

19. Isoctylhydrocuprein. chinicum, 

20. Decylhydrocuprein. bihydrochloricum, 

21. Dodecylhydrocuprein. bihydrochloricum, 

22. Cetylhydrocuprein. bihydrochloricum. 


en *) Statt Isoctylhydrocuprein soll überall Sekundäroctylhydro- 
cuprein stehen. 
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Nun möchten wir noch einiges über die Beschaffenheit 
und über die Löslichkeitsverhältnisse der einzelnen Präparate 
sagen. Die Löslichkeitsverhältnisse der Präparate in destil- 
liertem Wasser zu 5%/, veranschaulicht Tabelle XT. 











Tabelle XI. 
Chininum hydrochloricum . ......... 
Methylhydrocuprein. hydrochlorium . . . . [| Leicht löslich zu 5°/, bei 
Aethylhydrocuprein. hydrochloricum . . . . |f Zimmertemperatur (18°). 


Isopropylhydrocuprein. bihydrochloricum 
Isobutylhydrocuprein. bihydrochloricum . . . 


Isoamylhydrocuprein. bihydrochloricum . . | 





Hexylhydrocuprein. bihydrochloricum . . 
Heptylhydrocuprein. bihydrochloricum . . . 
Normal-Octylhydrocuprein. bihydrochloricum 
Isoctylhydrocuprein. bihydrochloricum . . . 
Decylhydrocuprein. bihydrochloricum . 
Dodecylhydrocuprein. bihydrochloricum . 
Cetylhydrocuprein. bihydrochloricum . . . . 


Bei Zimmertemperatur 

nur langsam löslich zu 

5°/,. Im Wasserbad von 
65° schneller löslich. 





Isopropylhydrocuprein. hydrochloricum . . . || Sehrschwerlöslich, selbst 
Isobutylhydrocuprein. hydrochloricum . . . . bei 100%, 





Isoamylhydrocuprein. chinicum . . . . . + „Leicht zu 5% bei Zim. 
Isoctylhydrocuprein. chinicum . . . . . . . |f mertemperatur löslich. 


Die einfachsalzsauren Salze der Isoamyl-, Hexyl-, Heptyl-, 
Octyl-, Decyl-, Dodecyl- und Cetylverbindungen konnten wir 
nicht untersuchen, da sie, nach Angabe des Darstellers, unlös- 
lich sind. Die einfach chinasauren Salze zeichneten sich durch 
sehr gute Löslichkeit in Wasser aus. 

Die Lösungen des Chinins, Hydrocupreins, Methyl- und 
Äthylhydrocupreins sind klar und farblos. Bei allen andern 
einfach- und doppeltsalzsauren Präparaten sind die 5°/,igen 
Lösungen ebenfalls klar, aber je nach Präparat leicht gefärbt. 
Beim Herstellen stärkerer Verdünnungen trat bei diesen Ver- 
bindungen Opalescenz auf. In den wäßrigen Lösungen des 
Heptyl- und Octylhydrocupreins in der Verdünnung 1:30—40, 
und des Decyl- und Dodecylhydrocupreins in der Verdünnung 
1:100—200 zeigt sich eine milchige Trúbung, die bei weiterem 
Verdünnen in Opalescenz übergeht. Bei den niedereren Homo- 
logen (Propyl- bis Hexylhydrocuprein) tritt die Opalescenz ohne 
vorhergehende Trübung auf. In der Verdünnung 1:100000 
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ist bei allen Präparaten eine Opalescenz nicht mehr zu 
sehen. 

Das chinasaure Isoamylhydrocuprein ist, wie schon gesagt, 
bei Zimmertemperatur zu 5°/, leicht in destilliertem Wasser 
löslich. Stellt man daraus eine 1°/,ige Lösung her, so zeigt 
sich diese bläulich-trüb, wie sehr stark gewässerte Milch. Die 
Trübung löst sich bei weiterem Verdünnen in Opalescenz auf, 
die in der Konzentration 1:10000 nicht mehr wahrzunehmen 
ist. Erwärmt man jedoch die 5°/,ige klare Lösung einige 
Minuten im Wasserbad von 65°, so fallen weiße flockige Wolken 
aus, die sich an der Flüssigkeitsoberfläche über der klaren 
Lösung sammeln und die nicht auf thermischem Wege auf- 
lösbar sind. 

Die 5°/,ige Lösung des chinasauren Isoctylhydrocupreins 
in destilliertem Wasser hat ein serumartiges Aussehen von 
grüngelber Farbe. In der Verdünnung 1:500 tritt Opa- 
lescenz auf. Eine Trübung wurde in keiner Verdünnung be- 
obachtet. 

Die Reaktion der einfachsalzsauren und einfachchina- 
sauren Salze ist neutral oder schwach alkalisch. Die doppelt- 
salzsauren Salze röten blaues Lackmuspapier deutlich. 

Die Versuche über die antiseptische Wirkung der Chinin- 
derivate wurden von uns in der oben beschriebenen Weise an- 
gesetzt. Jedes Präparat wurde mit mindestens drei Diphtherie- 
stämmen (unter denen sich stets die Stänfme Nr. 558 und 708 
befanden) in zwei oder mehreren Versuchen geprüft. Wie bei 
der Besprechung der Versuchsmethodik ausführlich dargelegt 
ist, schwanken die Werte der Versuchsergebnisse sowohl beim 
einzelnen Stamm als auch bei der Gesamtheit der geprüften 
Stämme um das Zwei- bis Vierfache. Um zu einem Vergleich 
zu kommen, wählten wir daher die Werte, die am regelmäßigsten 
gefunden wurden, ließen dagegen die Schwankungen nach oben 
und unten außer acht. Als Beispiel möge hier angeführt 
werden, daß in den mit chinasaurem Isoctylhydrocuprein aus- 
geführten Versuchen die Konzentration 1:200000 sechsmal, 
die Konzentration 1:500000 hingegen nur zweimal antiseptisch 
wirkte. Als Durchschnittswert wurde infolgedessen die Kon- 
zentration 1:200000 angegeben. Eine Zusammenstellung der 
so gefundenen Zahlen gibt Tabelle XII. 

20* 
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Tabelle XIT. 


In welchen Konzentrationen wirken die Chininderivate in der Regel 
entwicklungshemmend auf Diphtheriebacillen ein? 





Name des Präparates: | Durchschnittswert 





a) Einfachsalzsaure Salze. 


Chininum hydrochloricum A 
Methylhydrocuprein. hydrochloricum 
Aethylhydrocuprein. hydrochloricum . 
Isopropylhydrocuprein. hydrochloricum . 
Isobutylhydrocuprein. hydrochloricum 


b) Doppeltsalzsaure Salze: 


ph pu peed pu pet 
i 
o 
o 
e 
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Hydrocuprein. bihydrochloricum i 5 1: 10000 
Isopropylhydrocuprein. bihydrochloricum A 1: 25000 
Isobutylhydrocuprein. bihydrochloricum 1: 62500 
Isoamylhydrocuprein. bihydrochloricum . 1: 200000 
Hexylhydrocuprein. bihydrdchloricum 1: 300000 
Heptylhydrocuprein. bihydrochloricum . 1: 500000 
Isoctylhydrocuprein. bihydrochloricum . 1: 750000 
Normal-Octylhydrocuprein. bihydrochlorieum . 1: 500000 
Deeylhydrocuprein. bihydrochloricum 1:500000 
Dodecylhydrocuprein. bihydrochloricum 1: 100000 
Cetylhydrocuprein. bihydrochloricum 1: 5000 
c) Chinasaure Salze: 
Isoamylhydrocuprein. chinicum. . . . . . . . 1: 200000 
Isoctylhydrocuprein. chinicum . . . . . . . . 1 : 400000 


Zur besseren Übersicht haben wir diese Werte in einer 
Kurve dargestellt, deren Ordinate die Verdünnungsgrade enthält 
und in deren Abszisse die nach steigendem Kohlenstoffgehalt 
geordneten Hydrocupreinderivate stehen (Tabelle XIII). 

Die an der Kurve, $. 289, angeführten Zahlen beziehen 
sich auf die mit denselben Zahlen bezeichneten Mittel, die in 
der Abszisse angeführt sind. 

Aus der Tabelle XII und der Kurve ergibt sich folgendes: 
Die entwicklungshemmende Wirkung der einfachsalzsauren 
Salze des Methyl-, Äthyl-, Isopropylhydrocupreins und des 
vergleichsweise herangezogenen Chinins ist gleich stark. Auch 
das doppeltsalzsaure Hydrocuprein hemmt das Wachstum der 
Diphtheriebacillen in der gleichen Konzentration wie die vor- 
her angeführten einfachsalzsauren Präparate. In der Reihe des 
Isobutyl-, Isoamyl-, Hexyl- und Heptylhydrocupreins steigt die 
antiseptische Wirkung gegenüber Diphtheriebacillen an, um im 
Isoctylhydrocuprein das Maximum zu erreichen. Bei den noch 
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Tabelle XIII. 











Zeichenerklärung: 
o = einfachsalzsaure Salze, 
e = doppeltsalzsaure Salze, 
-- = Kurve der einfachsalzsauren Salze, 
—— = Kurve der doppeltsalzsauren Salze, 
— — — — Kurve, die über Lücken in der Reihe der Präparate hinwegführt. 


höheren Homologen der Reihe nimmt die entwicklungshem- 
mende Wirkung wieder ab. Das Decylhydrocuprein kommt 
in seiner antiseptischen Wirkung ungefähr der Heptylverbin- 
dung, und das Dodecylhydrocuprein der Isoamylverbindung 
gleich. Das Cetylhydrocuprein bleibt in seiner Wirkung sogar 
noch hinter dem Chinin zurück. Auf die Unterschiede der 
Wirksamkeit der einfach- und doppeltsalzsauren Salze werden 
wir später noch zurückkommen. 

Die bactericide Wirkung jedes Präparates wurde gleich- 
falls mindestens gegen drei Diphtheriestämme und in wenigstens 
zwei verschiedenen Versuchen geprüft. Die am häufigsten ge- 
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fundenen Werte, die sich aus den verschiedenen Resultaten 
ergeben haben, sind in der Tabelle XIV zusammengestellt. 


Tabelle XIV. 


la welchen Konzentrationen wirken die Chininderivate in der Regel 
abtötend auf Diphtheriebäsillen ein? 


Präparate Durchschnittswerte 


a) Einfachsalzsaure Salze: 
Chininum hydrochloricum . . 1 
Methylhydrocuprein. hydrochloricum | ma A 1 
Aethylhydrocuprein. hydrochloricum . . . . . . 1: 400 
1 
1 











Isopropylhydrocuprein. hydrochloricum . 
Isobutylhydrocuprein. hydrochloricum 


b) Doppeltsalzsaure Salze: 


Hydrocuprein. bihydrochloricum . . 
Isopropylhydrocuprein. bihydrochloricum 
Isobutylhydrocuprein. bihydrochloricum 
Isoamylhydrocuprein. bihydrochloricum 
Hexylhydrocuprein. bihydrochloricum 
Heptylhydrocuprein. bihydrochloricum . 
Isoctylhydrocuprein. bihydrochloricum . . 
Normal-Octylhydrocuprein. bihydrochloricum . 
Decylhydrocuprein. bihydrochloricum 
Dodecylhydrocuprein. bihydrochloricum 
Cetylhydrocuprein. bihydrochloricum . 


pr poo polo pl ol fd poo pul pudo pd pd 
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c) Chinasaure Salze: 


Isoamylhydrocuprein. chinicum . ehe 1: 
Isoetylhydroouprein. chinicum . . . . 22... 1 : 8000 


Zur besseren Übersicht haben wir hier ebenfalls eine Kurve 
angefertigt, die das Verhalten der Bactericidie der verschiedenen 
Hydrocupreinderivate zeigt (Tabelle XV). 

Die an der Kurve angeführten Zahlen beziehen sich auf 
die mit denselben Zahlen bezeichneten Mittel, die in der Ab- 
szisse angeführt sind. 

Ergebnis: Die Kurve der einfachsalzsauren Salze steigt 
vom Chinin bis zum Isobutylhydrocuprein über Methyl-, Äthyl- 
und Isopropylhydrocuprein an. Die abtötende Wirkung des 
doppeltsalzsauren Hydrocupreins reicht noch lange nicht an 
die des salzsauren Chinins heran. Vom doppeltsalzsauren Iso- 
propylhydrocuprein ist bis zum Heptylhydrocuprein ein starker 
Anstieg in der Kurve zu sehen, der nur von der Hexylverbin- 
dung unterbrochen wird. Die Bactericidie der Hexylverbindung 
beträgt nur den zehnten Teil der Bactericidie der Isoamylver- 
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Tabelle XV. 


= 
ji 
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Zeichenerklärung: 

o=einfachsalzsaure Salze, 

e = doppeltsalzsaure Salze, 

---- = Kurve der einfachsalzsauren Salze, 

—— = Kurve der doppeltsalzsauren Salze, 

— — —= Kurve, die über Lücken in der Reihe der Präparate führt. 
bindung. Mit dem Heptylhydrocuprein erreicht die Abtötungs- 
wirkung ihr Optimum in der Kurve. Die Octyl- und Decyl- 
verbindung halten sich auf gleicher Höhe wie die Heptylver- 
bindung, was der Kurve das Aussehen eines abgestumpften 
Kegels verleiht. Mit dem Dodecylhydrocuprein fällt die bac- 
tericide Wirkung wieder auf die Stufe der Isoamylverbindung. 
Die Wirksamkeit des Cetylhydrocupreins ist noch bedeutend 
geringer. 

Vergleichen wir die Kurve der Abtötungswerte mit der 
für die Hemmungswerte, so ist ein Parallelismus erkennbar. 
Beide Kurven steigen steil an, um in den Heptyl-, Octyl- und 
Decylverbindungen ihr Maximum zu erreichen, und fallen dann 


299 H. Schaeffer: 


wieder bis zu einer geringen Höhe herab. Eine Ausnahme 
macht das Hexylhydrocuprein dadurch, daß es, trotzdem 
es stärkere Hemmungswirkung zeigt als sein niederes 
Homologon, das Isoamylhydrocuprein, in seiner Desinfektions- 
wirkung bedeutend hinter diesem zurückbleibt. Eine andere 
Abweichung der beiden Kurven voneinander ist die, daß die 
Bactericidie des Isoctylhydrocupreins die der Heptylverbindung 
nicht wesentlich übertrifft, während im Hemmungsversuch das 
Isoctylhydrocuprein sich der Heptylverbindung überlegen zeigt. 

Ergänzend möge hinzugefügt werden, daß wir die zur 
Untersuchung herangezogenen Stämme vergleichsweise auf ihre 
Resistenz gegenüber einem bekannten Desinfektionsmittel, und 
zwar Carbolsáure, geprüft haben. Das Ergebnis dieser Versuche 
war folgendes: Diphtheriestamm Nr. 558 und 708 wurden von 
einer */,%/,igen Carbolsäurelösung in destilliertem Wasser in 
10 Minuten abgetótet, von einer */,%/yigen Lösung nicht mehr. 
Die Stämme Nr. 8421 und 9907 wurden durch 1°/,ige Lösungen, 
nicht aber durch */,%/,ige Lösungen abgetötet. 


IO. 


Für ein Mittel, das therapeutisch anwendbar sein soll, ist 
es wichtig, zu wissen, ob seine Wirksamkeit bei Anwesenheit 
von Serum nicht abnimmt. Zu diesem Zwecke stellten wir 
Versuche in Serum an, und zwar in den Konzentrationen der 
Präparate 1:100, 1:500 und 1:1000. Dadurch konnten wir 
uns einerseits über die desinfektorische Wirksamkeit, anderer- 
seits über die Löslichkeit der Mittel im Serum orientieren. 
Wir verwendeten Serum von 4 gesunden Menschen. Die Sera 
wurden zusammen gemischt und eine Stunde im Wasserbad 
von 56% erhitzt. Die Lösungen wurden folgendermaßen her- 
gestellt: Zu 2 cem Serum wurde 0,5 com des in destilliertem 
Wasser gelösten Mittels hinzugegeben und zwar in folgender 
Anordnung: 














I = hl Berlande 
Serum | Desinfektionsmittel | E er 
Röhrchen 1 | 2 cem | +0,5ccm der 5°/,igen Lösung ez 1: 100 
» 2 |2 ccm | +0,5cem n 1%, » » | = 1: 500 
" 3 |2cem | +0,5cem » 1, » n | = 1:1000 
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Tabelle XVI zeigt die in den verschiedenen Verdiinnungen 
im Serum aufgetretenen Fällungen. 


Tabelle XVI. 





Konzentration von 1: 100 1:500 ] 1:1000 









Chininum hydrochloricum . . .... 
Methylhydrocuprein. hydrochloricum ; 
Aethylhydrocuprein. hydrochloricum 

lsopropylhydrocuprein. hydrochloricum 
Isopropylhydrocuprein.bihydrochloricum 





Isobutylhydrocuprein. hydrochloricum 
Isobutylhydrocuprein. bihydrochloricum 
Isoamylhydrocuprein. bihydrochloricum 
Hexylhydrocuprein. bihydrochloricum . i í 
Heptylhydrocuprein. bihydrochloricum dicke |: Nieder- 
Isoctylhydrocuprein. bihydrochloricum 
Normal-Octylhydrocuprein. bihydro- 
chloricum . .. a. osse sean | 
Decylhydrocuprein. bihydrochloricum . he 


| Trübung 




















Dodecylhydrocuprein. TEATE en Trübung | Trübung 
Isoamylhydrocuprein. chinicum. . . . Nieder- 5 
Isoctylhydrocuprein. chinicum . . . . schlag | Trübung klar 


Die Skala der Fällungen ist: klar, Trübung, Niederschlag, dicke Fällung. 


Wie aus Tabelle XVI zu ersehen ist, können die an- 
geführten Desinfektionsmittel in bezug auf ihre Fällbarkeit im 
Serum in 2 Gruppen eingeteilt werden. Die erste Gruppe 
vereinigt außer dem Chinin, die Methyl-, Äthyl- und Iso- 
propylverbindungen sowie die Dodecylverbindung. Alle diese 
Verbindungen des Hydrocupreins zeigten im Menschenserum 
in der Verdünnung 1:100 einen deutlichen, gelblichweißen 
Niederschlag und in der Verdünnung 1:500 eine Trübung. 
Bis auf Dodecylhydrocuprein sind sie in der Verdünnung 
1:1000 klar. Die zweite Gruppe umfaßt die Salze des Iso- 
butyl-, Isoamyl-, Hexyl-, Heptyl-, Octyl- und Decylhydrocupreins. 
Sie zeichnet sich dadurch aus, daß in der Verdünnung 1: 100 
eine dicke Fällung im Serum auftritt und in der Verdünnung 
1:500 ein Niederschlag sich zeigt, der dem Niederschlag der 
Gruppe I in der Verdünnung 1:100 gleichkommt. In der 
Konzentration 1: 1000 zeigten die Präparate der zweiten Gruppe 
noch eine deutliche Trübung. Die chinasauren Salze des Iso- 
amyl- und Isoctylhydrocupreins fielen nicht so stark im Serum 
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aus wie die entsprechenden doppeltsalzsauren Salze: In der 
Verdünnung 1:100 zeigte sich ein deutlicher Niederschlag, 
1:500 bestand noch Trübung, 1:1000 war die Lösung im 
Serum klar. 

Mit diesen drei Verdünnungen aller Präparate setzten wir 
Abtötungsversuche mit dem Diphtheriestamm Nr. 558 an, in- 
dem wir nach einer Einwirkungsdauer der Desinfektionsmittel 
von 10 und 30 Minuten Sterilitátsproben beimpften. Außerdem 
wurde ein Kontrollversuch angesetzt, ob das Serum nicht schon 
selbst bactericide Eigenschaften gegenúber Diphtheriebacillen 
habe. Dies war nicht der Fall. Tabelle XVII bringt das Er- 
gebnis dieser Versuche. 


Tabelle XVII. 








Konzentration | 1:0 | 1:500 | 1:1000 
30 Min. | 10 Min. | 30 Min. | 10 Min. | 30 Min. | 10 Min. 





abgeimpft nach 












Chininum hydrochloric.| — 
Methylhydrocuprein. 


+ 


hydrochloricum 
Aethylhydrocuprein. 
brdrschlorledmn ee 
Isopropylhydrocuprein. 
hydrochloricum 
Isopropylhydrocuprein. 
bihydrochloricum 


+++ + 


Isobutylhydrocuprein. 
hydrochloricum . . 
Isobutylhydrocuprein. 
bihydrochloricum 
Isoamylhydrocuprein. 
bihydrochloricum . 
Hexylhydrocuprein. bi- 
hydrochloricum . . 
Heptylhydrocuprein. 
bihydrochloricum 
Isoetylhydrocuprein. bi- 
hydrochloricum . . 
Normal-Octylhydrocu- 
prein. bihydrochloric. 





Deoylhydrocuprein. bi- 
hydrochloricum . . 
Dodecylhydrocuprein. 


= = = to j Æ 
u — = + + 
— - |7- — > + 
= = - = + + 
es Pam ler la E 
> r = = + + 
— _ = = + + 

bihydrochloricum | 





Isoamylhydrocuprein. | 
chinicum . .... = | — = | - + + 
Isoctylhydroouprein, 
chinicum . .... — — + + + + 





Desinfektionswirk. d. Chininderivate gegenüber Diphtheriebacillen. 295 


Aus den Versuchen mit Serum ergibt sich, wie aus den 
Tabellen XVI und XVII zu entnehmen ist, folgendes: 

1. Die Derivate des Chinins bilden im Serum Nieder- 
schláge verschiedenen Grades. 

2. Sie tóten im Serum Diphtheriebacillen ab. 

3. Ihre abtótende Wirkung wird durch das Menschenserum 
im Vergleich zur Wirkung im eiweißfreien Medium herabgesetzt. 

4. Auch im Serum ist die Desinfektionswirkung der Iso- 
butyl-, Isoamyl-, Hexyl-, Heptyl- und Octylverbindungen eine 
stärkere als die des Chinins und der Methyl-, Äthyl- und Iso- 
propylverbindungen einerseits und der Decyl- und der Dodecyl- 
verbindung andererseits. 

5. Trotzdem die chinasauren Salze des Isoamyl- und 
Isoctylhydrocupreins im Serum weniger stark ausfallen als die 
doppeltsalzsauren Salze, ist ihre abtötende Wirkung im 
Serum keine größere als die der doppeltsalzsauren Salze, beim 
Isoctylhydrocuprein. chinicum sogar eine geringere als beim 
Isoctylhydrocuprein. bihydrochloricum. 

Im Anschluß an die Serumversuche möge kurz über unsere 
Gewöhnungsexperimente berichtet werden. 

Seitdem Ehrlich durch seine grundlegenden Unter- 
suchungen auf das Problem der Arzneifestigkeit die Aufmerk- 
samkeit lenkte und seine große Bedeutung für die Beur- 
teilung der therapeutischen Wirksamkeit der Arzneimittel er- 
gründete, fehlte es nicht an Untersuchungen, die sich mit 
der Festigung von Bakterien gegen verschiedenartige Phar- 
maka beschäftigten. Wir wollen uns hier nur auf die 
mit den hier behandelten Präparaten gewonnenen Erfah- 
rungen beschränken. Morgenroth und Kaufmann?) haben 
gezeigt, daß es nach mehreren Passagen in Mäusen gelingt, 
Pneumokokken gegen Optochin zu festigen. Im Morgenroth- 
schen Laboratorium haben dann Tugendreich und Russo?) 
nachgewiesen, daß dies auch im Reagensglase durch geeignete 
Behandlung möglich ist. Auch Haendel und Baerthlein*) 
ist es gelungen, Typhus- und Paratyphusbacillen gegen Chinin 
zu festigen. Dagegen mißlang Morgenroth und Tugend- 
reich?) eine Festigung von Staphylokokken gegen Isoctyl- 
hydrocuprein. 

Wir versuchten die Diphtheriebacillen gegen Optochin zu 
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festigen. Um die Gewöhnung zu erzielen, impften wir die 
Diphtheriebacillen in eine Verdünnung des Optochins von 
1:100000 in Bouillon ein und versuchten sie an stärkere 
Konzentrationen zu gewöhnen. Trotzdem wir die Versuche 
längere Zeit (3 Monate) fortsetzten, ist es uns nicht ge- 
lungen, eine wirkliche Festigung zu erzielen. 


Beim Abimpfen von einer Optochinlósung 1:100000 ge- 
lang die Züchtung nur in langsam steigenden Konzentrationen: 
1:75000, 1:60000 usf. Impfte man aus der Verdünnung 
1:100000 sofort in eine Verdünnung 1:40000 ab, so blieb 
das Wachstum aus. Das ist bemerkenswert, da die Konzentra- 
tion 1:40000, wie die oben besprochenen Hemmungsversuche 
zeigen, sonst Wachstum zuläßt. Es werden wohl die Keime 
durch das Wachstum im optochinhaltigen Medium geschädigt. 
Nach 15 Passagen, die sechs Wochen in Anspruch nahmen, 
wuchsen die Diphtheriebacillen regelmäßig in der Konzentration 
1:25000. Trotz zahlreicher Versuche gelang es nur selten, in 
der Konzentration 1:20000 Wachstum zu erzielen, und wenn 
dies eintrat, so erwiesen sich die Bakterien so geschwächt, daß 
sie auch in schwächeren Konzentrationen von Optochin nicht 
mehr wuchsen. In optochinfreie Bouillon gebracht, erholten 
sich die Keime schnell wieder. Nach dreimonatlicher Züchtung 
in optochinhaltiger Bouillon setzten wir mit einem in der 
Konzentration 1:40000 gewachsenen Stamm einen Hemmungs- 
versuch an, indem wir diese Kultur zur Einsaat benutzten. 
Er ergab kein Wachstum in den Konzentrationen 1:40000 
und darunter, während die optochinfreie Kontrollbouillon deut- 
liches Wachstum schon nach 24 Stunden zeigte. Das Ergebnis 
läßt sich in folgenden Sätzen zusammenfassen: 

1. Der Diphtheriestamm Nr. 558 ließ sich in drei Monaten 
durch über 20 Passagen gegen Optochin nicht widerstands- 
fähiger machen, als er vorher war. 

2. Im Gegenteil trat eine Überempfindlichkeit oder De- 
generation des Stammes ein, da dieser durch bedeutend schwä- 
chere Optochinkonzentrationen gehemmt wurde, als es vorher 
der Fall war. 
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IV. 


Da die desinfizierende Wirkung der einzelnen Chinin- 
derivate gegenüber Diphtheriebacillen nicht gleich ist, sondern 
mit steigendem Kohlenstoffgehalt der Alkoxygruppe zunächst 
eine Zunahme, dann eine Abnahme zeigt, lag der Gedanke 
nahe, zu prüfen, ob ein identisches Verhalten die Alkohole 
gegenüber Diphtheriebacillen zeigen. Wir bezogen die Alkohole 
von E. Merck, Darmstadt, und C. A. F. Kahlbaum, Berlin. Fol- 
gende Alkohole kamen zur Untersuchung: 

1. Methylalkohol, 
. Äthylalkohol, 
. Normal-Propylalkohol, 
. Isobutylalkohol, 
. Normal-Amylalkohol, 
. Normal-Hexylalkohol, 
. Normal-Heptylalkohol, 
. Normal-Octylalkohol, 
9. Normal-Decylalkohol. 

Bekanntlich nimmt die Lóslichkeit der Alkohole mit zu- 
nehmendem Kohlenstoffgehalt ab. Vom Amylalkohol aufwärts 
erhält man klare Lösungen erst bei stärkeren Verdünnungen, 
während in den höheren Konzentrationen nur Emulsionen zu er- 
zielen sind, die allerdings zum Teil eine gute, längere Zeit stabile 
Suspensionsfähigkeit besitzen. Wir hatten für Desinfektions- 
versuche nicht nur die klaren Lösungen, sondern auch die 
Emulsionen herangezogen. 

Tabelle XVIII zeigt die Aggregatzustände und die Löslich- 
keitsverhältnisse der untersuchten Alkohole. 


0 ID Or a wm 


Tabelle XVIII. 

















Alkohol |Aggregatzustand| Klar löslich 
PEE REA 5 | 
thylalkohol . ... . . Pen in jedem Verhältnis 
Normal-Propylalkohol . |f !eicht flüchtig 
Isobutylalkohol . . . |in der Konzentration 1: 10 

















Normal-Amylalkohol . . in der Konzentration 1:80 
Normal-Hexylalkohol . |} dünnflüssig nn “ 1:160 
Normal-Heptylalkohol . mon n 1:160 
Normal-Octylalkohol . . y öli lin der Konzentration 1 : 640 
Normal-Decylalkohol g rn » 1:5120 
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Die in den Versuchen verwendeten Verdünnungen sind 
nach Volumprozenten berechnet. 

Die Hemmungsversuche mit Alkoholen wurden in úblicher 
Weise angesetzt, mit dem Unterschiede, daß in den Versuchen 
mit flüchtigen Alkoholen die Bouillonröhrchen mit Paraffin ab- 
gedichtet wurden. Auf diese Weise vermieden wir ein Sinken 
der Alkoholkonzentration durch Verdunsten des flüchtigen Al- 
kohols. Jeder Alkohol wurde in mehreren Versuchen auf seine 
wachstumshemmende Wirkung gegen verschiedene Diphtherie- 
stämme geprüft. Es ergaben sich auch hierbei Schwankungen 
der Resultate, die in Tabelle XIX zum Ausdruck kommen. 


Tabelle XIX. 
Hemmungswerte der Alkohole der aliphatischen Reihe 
(Methyl-, Äthyl-, Propyl-, Isobutyl-, Amyl-, Hexyl-, Heptyl-, Octyl- und 
Decylalkohol), die bei der Prüfung mehrerer Diphtheriestämme gewonnen 















































wurden. 
=; - Diphtherie- Diphtherie- | Andere Diph- | aaa te 
stamm Nr; 558 stamm Nr. 708| theriestämme 

Mothylalkohol . . > 1:10 1:10 | 1:10 1:10 
Athylalkohol . . . . | 1:20 | 1:10—20 | 1:10 | 1:10-20 
Normal-Propylalkohol | 1:20 1 : 20—50 1:50 | 1 : 20—50 
Isobutylalkohol . -| 1:50 | 1:50—100 1:25—100 | 1: 25—100 
Normal-Amylalkohol | 1: 200 1: 200 1:200 | 1: 200 
Normal-Hexylalkohol | 1 : 200—400 1:300 1:300 | 1:200—400 
Normal-Heptylalkoh. | 1:400—800 | 1:400—800 | 1:250—800 | 1 : 250—800 
Normal-Octylalkohol | 1:1000 1 : 1000—2500 | 1 : 1000—2500 | 1 : 1000—2500 
Normal-Decylalkohol |1 :5000—20000| 1:10000 | 1:10000  |1:5000—20000 


Die beiden ersten Rubriken zeigen, daß die Hemmungs- 
wirkung eines Alkohols gegenüber demselben Stamm um 
das 2 bis 4fache schwanken kann. Die letzte Kolonne bringt 
die aus allen Versuchen für jeden Alkohol gegenüber ver- 
schiedenen Stämmen gewonnenen Grenzwerte, die auch nicht 
mehr als um das Zwei- bis Vierfache differieren. 

Vergleicht man die entwicklungshemmenden Konzentra- 
tionen der verschiedenen Alkohole miteinander, so sieht man, 
daß mit steigendem Molekulargewicht auch die antiseptische 
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Wirkung steigt. In Tabelle XX kommt dies Ansteigen der 
wachstumshemmenden Wirkung gut zum Ausdruck. 


Tabelle XX. 


Hemmungswirkung der Alkohole der aliphatischen Reihe 








Konzentration 


gegenüber Diphtheriebacillen: 





: 50000 


1 





Methy lalkohol 





Athylalkohol . . . . I-|: 








Normal- 1-Propylalkohol] | 











Isobutylalkohol b | | 





Normal- Amylalkohol | | 


Normal- -Hexylalkohol| 











Normal-Heptylalkoh. | 























Normal-Octylalkohol T 


Normal- Decylalkohol T 








Zeichenerklärung: 

—- bedeutet: in dieser Konzentration ist nie Wachstum beobachtet 
worden; 

-E bedeutet: in dieser Konzentration ist in einigen Versuchen Wachs- 
tum beobachtet worden, während es in andern Versuchen ausblieb; 

+ bedeutet: in dieser Konzentration erfolgte in allen Versuchen 
Wachstum. 


Unsere Resultate stehen in vollständigem Einklang mit 
den Untersuchungen, die von Wirgin**) und Stadler**) ange- 
stellt worden sind. Diese Autoren prüften den Methyl-, Äthyl-, 
Propyl-, Butyl- und Amylalkohol gegenüber Pyocyaneus, Koli 
und Kokken, und fanden, daß mit steigendem Molekular- 
gewicht die wachstumshemmende Wirkung der Alkohole zu- 
nimmt. Wir haben auch noch Hexyl-, Heptyl-, Octyl- und 
Decylalkohol gegenüber Diphtheriebazillen untersucht und die 
Regel auch für diese Alkohole bestätigt gefunden. 

Die Abtötungsversuche wurden in der eingangs beschrie- 
benen Weise ausgeführt. Tabelle XXI zeigt die Konzentra- 
tionen an, in denen Diphtheriebacillen in zehn Minuten abge- 
tötet werden. 
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Tabelle XXI. 


Abtötungswerte der Alkohole der aliphatischen Reihe, 
die bei der Prüfung mehrerer Diphtheriestämme gewonnen wurden. 









































A ; en : 

E salcanım Nr 708| tnsietänenn | Grenzwerte 
Methylalkohol . . TE 1:2 u2 | 22 A 
Äthylalkohol a iá 1:4 | - 1:4 Va 
Normal-Propylalkohol | 1:48 1:8 | 1:8 | 1:4—8 
Isobutylalkohol TE 1:16 1:16 1:16] 08 
Normal-Amylalkohol . | 1 : 40—80 1:40 | 1:40 | 1:40—80 
Normal- -Hexylalkohol . | 1: 160 | 1:160 | 1:160 | 1:160 
Normal-Heptylalkohol | : 320 | 1:160—320 | :320 | 1 :160—320 
Normal-Octylalkohol . | 1: 640—1280 | 1:320— 640 | 1:320—640 | 1 : 320—1280 
Normal-Decylalkohol . | 1 : 640—1280 |1: 1280—2560 | 1: 1280—2560 | 1 : 640—2560 





Auch hier lassen sich Schwankungen derselben Art, wie 
sie schon bei den Hemmungsversuchen erwähnt worden sind, 


beobachten. 


Gleichzeitig sieht man, daß mit wachsendem Mo- 


lekulargewicht die Bactericidie der Alkohole zunimmt, was sich 


besonders deutlich in Tabelle XXII zeigt. 


Tabelle XXII. 


Abtötungswirkung der Alkohole der aliphatischen Reihe 
gegenüber Diphtheriebacillen. 











Methylalkohol 








Äthylalkohol. . .. 








Normal-Propylalkohol E 
Isobutylalkohol .. | | 
Normal-Amylalkohol | | 














Normal- Hexylalkohol pe 





Normal- Heptylalkoh. | | 








Normal-Octylalkohol | 














| 











Normal-Deeylalkohol | 
Zeichenerklárung : 






— bedeutet: in dieser Konzentration ist nie Wachstum beobachtet worden; 

E bedeutet: in dieser Konzentration ist in einigen Versuchen Wachstum 
beobachtet worden, während es in anderen Versuchen ausblieb; 

+ bedeutet: in dieser Konzentration erfolgte in allen Versuchen Wachstum. 
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Diese Steigerung der Bactericidie mit dem Kohlenstoff- 
gehalt der Alkohole wies zuerst Saul!’) für Methyl-, Äthyl- 
und Normal-Propylalkohol an Milzbrandsporen nach. Buchner, 
Fuchs und Megele!®) fanden bei denselben Alkoholen das 
gleiche Verhalten gegenüber Bierhefe, Staphylococcus aureus, 
Typhusbacillen und Pyocyaneus. Wirgin**), der mit Staphy- 
lococcus aureus arbeitete, erweiterte den Satz von der Zu- 
nahme der Bactericidie bei steigendem Molekulargewicht der 
Alkohole auf den Butyl- und Amylalkohol. 

Unsere Versuche beweisen die Gültigkeit dieses Satzes auch 
für Diphtheriebacillen und dehnen ihn auch noch auf die nächst- 
höheren Alkohole, den Hexyl-, Heptyl, Octyl- und Decylalko- 
hol aus. 

Vergleicht man die Hemmungskurve der Alkohole mit der 
Abtötungskurve, so sieht man, daß die beiden ungefähr parallel 
verlaufen, so daß die Hemmungswerte immer ungefähr das 
Drei- bis Fünffache der Abtötungswerte betragen. 

Für die Theorie der Desinfektionswirkung der geprüften 
Hydrocupreinderivate scheint uns das Verhalten der Alkohole 
von Interesse zu sein. Zwischen der Konstitution und der Wirkung 
der Hydrocupreinderivate besteht ein gewisser Konnex. Je wirk- 
samer der Alkohol, desto stärker wirkt das Desinfiziens zumeist, 
das durch Eintritt des Alkoholradikals in das Hydrocuprein- 
molekül entsteht. Wohl gibt es auch hier Ausnahmen, wie die 
Versuche mit Hexylhydrocuprein im Vergleich mit der Wirkung 
des Hexylalkohols zeigen. Während der Hexylalkohol besser 
wirksam ist als der Amylalkohol, ist seine Hydrocupreinver- 
bindung schlechter wirksam als die des Amylalkohols. 

Der Nachweis des Zusammenhangs zwischen Konstitution 
und Wirkung der Alkohol-Hydrocupreinverbindungen legt den 
Gedanken nahe, Stoffe, die erwiesenermaßen noch besser als 
die Alkohole abtötend auf Diphtheriebacillen wirken, in das 
Hydrocupreinmolekül einzuführen. Wir denken da zunächst an 
Phenole, Kresole, Thymol u. a. m. 


Für die desinfektorische Wirksamkeit eines Salzes ist die 
Natur seiner Säure von Wichtigkeit. Wissen wir doch zum 


Beispiel von den Quecksilberverbindungen, daß die schwefel- 
Biochemische Zeitschrift Band 83. 21 


302 H. Schaeffer: 


sauren und salpetersauren Salze dieses Metalls weniger wirksam 
sind als die salzsauren, und zwar auch dann, wenn man äqui- 
molekulare Lösungen verwendet. Es war deshalb von Interesse, 
zu untersuchen, ob bei den Hydrocupreinderivaten die Säure 
für die Desinfektionswirkung von Bedeutung ist. 

Wie wir schon bei der Besprechung der Präparate erwähnt 
haben, standen uns einfachsalzsaure Salze der niederen Homo- 
logen und doppeltsalzsaure Salze der höheren Homologen der 
Hydrocupreinderivate zur Verfügung. Nur vom Methyl-, Äthyl- 
Isopropyl- und Isobutylhydrocuprein konnten wir beide Salze, 
die einfachsalzsauren und die doppeltsalzsauren, untersuchen. 

Wie Tabelle XXIII zeigt, hemmen das einfach- und doppelt- 
salzsaure Isopropylhydrocuprein das Wachstum der Diphtherie- 
bacillen ungefähr gleich stark, ca. 1:12500. Das gleiche Ver- 
halten zeigen das einfach- und doppeltsalzsaure Isobutylhydro- 
cuprein. Beide Präparate hemmen das Wachstum der Diph- 
theriebacillen ungefähr in gleichem Maße (1 : 50000 bis 1: 62500). 


Tabelle XXIII. 
Vergleich der Hemmungswirkung der einfachsalzsauren und doppeltsalz- 
sauren Salze des Isopropyl- und Isobutylhydrocupreins gegenüber 
Diphtheriebacillen. 
































o 
Konzentration E 
des Desinfektionsmittels 3 
Einfachsalzsaures Isopropylhydrocuprein: 
Diphtheriestamm Nr. 558; | | pis] 
Serio A | — | — == [+ ¡+ + [+ ¡+]|+ 
» Nr. 558; | | | | 
Serie B I -  -!-/-|+ ++ |+ +1 + 
Doppeltsalzsaures A prada: 
Diphtheriestamm Nr. 558; pon | 
Serie A | — | — | — ls ++ + [+ +] + 
n Nr. 558; | | fa | 
Serie B | ==] =-]= ella tal 
Einfachsalzsaures Isobutylhydrocuprein: 
Diphtheriestamm Nr. 558 -'-!-|-|-!+]|+ | +| + 
n n 708 — — = | — — — | — + + + 
n n 13727 -\-|-|-|I- |+|+| +1 + 
A a? Isobutylhydrocuprein: 
Diphtheriestamm Nr. 558 === SMN | +I + 
A xp. ee qa | EN EA E e NE: 
a ae ES SENE 
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In bezug auf die Hemmungswirkung zeigen also die ein- 
fachsalzsauren Salze keinen wesentlichen Unterschied von den 
doppeltsalzsauren Salzen, wie dies auch in der Kurve auf 
Seite 289 Tabelle XIII zu sehen ist. 

Ganz anders ist dies bei der Abtötung der Fall, wie 
Tabelle XXIV zeigt. 

f Tabelle XXIV. 
Vergleich der Abtötung durch einfachsalzsaure und doppeltsalzsaure Salze 


des Isopropyl- und Isobutylhydrocupreins. 
Einfachsalzsaures Isopropylhydrocuprein: 


1:100 | 1:200 1:800 | Kontrolle 












Konzentration 
des Desinfektionsmittels 







Diphtheriestamm Nr. 558 + 
“ ” 708 + 
n n 8421 + 


Doppeltsalzsaures Isopropylhydrocuprein: 


Konzentration ” R ` 5 
das nato | 1:20 | 1:40 | 1:80 | 1:160 | ontroie 








Diphtheriestamm Nr. 558 + 
n n 708 + 
n n»n 8421 + 





Einfachsalzsaures Isobutylhydrocuprein: 


1 : 500 h : 10001 : 2000/1 :4000|1 : sooo] ee 
rolle 


Diphtheriestamm Nr. 708| — = + + + + 
n » 18727| — | — + A Ub + 


Doppeltsalzsaures Isobutylhydrocuprein: 








Konzentration \ 
des Desinfektionsmittels 











Konzentration s s 7 f ] 
des | 13 100 | 1: 200 | 1: 400 E : 800 | Kontrole 











Diphtheriestamm Nr. 558 — | = y + + + 
n n 708 — | AS | + + + 
n n 8421 — | = + | + + 


Das einfachsalzsaure Isopropylhydrocuprein tötet Diphtherie- 
bacillen in der Verdünnung 1:400 bis 1:800 in 10 Minuten 
ab. Das doppeltsalzsaure Isopropylhydrocuprein ist hingegen 
nur in viel höheren Konzentrationen bactericid wirksam. Es 
tötete die drei untersuchten Diphtheriestämme erst in der Kon- 
zentration 1:80 in 10 Minuten ab. Die Bactericidie des ein- 
fachsalzsauren Isopropylhydrocupreins übertrifft demnach die des 

21* 
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doppeltsalzsauren Salzes um das Fünf- bis Zehnfache. Ähnliche 
Resultate fanden wir für die Bactericidie der Salze des Iso- 
butylhydrocupreins, wie dieselbe Tabelle XXIV zeigt. Während 
das einfachsalzsaure Isobutylhydrocuprein Diphtheriebacillen in 
der Verdünnung 1:1000 in 10 Minuten abtötet, geschieht dies 
durch das doppeltsalzsaure Salz erst in der Konzentration 1:200. 
Auch hier ist die Bactericidie des einfachsalzsauren Salzes der 
des doppeltsalzsauren Salzes um das Fünffache überlegen. Wir 
möchten hier auf die Kurve (Tabelle XV) auf Seite 291 ver- 
weisen, die dieses Verhalten gleichfalls deutlich zeigt. 

Analog verhielten sich die einfach- und doppeltsalzsauren 
Verbindungen des Methylhydrocupreins und Äthylhydrocupreins. 
Z. B. tötete das einfachsalzsaure Äthylhydrocuprein in achtfach 
geringerer Menge als das doppeltsalzsaure Diphtheriebacillen 
ab, während die Hemmungswirkung beider Präparate die 
gleiche war. 

Vom Isoamyl- und Isoctylhydrocuprein standen uns neben 
den doppeltsalzsauren die einfachchinasauren Salze zur Ver- 
fügung. Die Hemmungswirkung des doppeltsalzsauren und des 
einfachchinasauren Isoamylhydrocupreins erwies sich als gleich 
(Tabelle XXV). 


Tabelle XXV. 


Vergleich der Hemmungswirkung des doppeltsalzsauren und des einfach- 
chinasauren Isoamylhydrocupreins gegenüber Diphtheriebacillen. 








w 
po 






Róhrchen | 1|2 












Konzentration des Desinfektionsmittels 


1:50000 
1: 100000 
1: 200000 
1: 500000 








Isoamylhydrocuprein bihydrochloricum: 











Diphtheriestamm Nr. 558 . ...... O A ir + 
à 3,708: 58 3,08 re E =|=|-=|=|+ + 

Isoamylhydrocuprein chinicum: 
Diphtheriestamm Nr. 558 . ..... | -|-!1-1- i+ + 
” Y) EUR Sal A 06 ado — | — | — pean | + + 


Hingegen zeigten sich die Präparate in ihrer baktericiden 
Wirkung voneinander wesentlich verschieden. 
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Tabelle XXVI 


Vergleich der abtótenden Wirkung des doppeltsalzsauren und des ein- 
fachchinasauren Isoamylhydrocupreins gegenüber Diphtheriebacillen. 


| 1 


Röhrchen 













Konzentration des Desinfektionsmittels 


Isoamylhydrocuprein bihydrochloricum: 











Diphtheriestamm Nr. 558 ..... . =I+ ++ + + 
n TOS ae — !/+'+ | + - + + 

Isoamylhydrocuprein chinicum: 
Diphtheriestamm Nr. 558 ...... -|- -!-|+ + 
n Ar OR, AA ey | — + + 


Tabelle XXVI zeigt, daß das doppeltsalzsaure Salz in 
1°/,„iger Lösung Diphtheriebacillen in 10 Minuten abtótet, 
während das einfachchinasaure Salz des Isoamylhydrocupreins 
in gleicher Zeit in achtmal stärkerer Verdünnung wirksam ist. 
Ähnlich, wenn auch nicht so ausgesprochen, zeigt sich das beim 
Isoetylhydrocuprein. Das doppeltsalzsaure Salz wirkt in */,- bis 
1/,2/ppiger Lösung bactericid, während das einfachchinasaure Salz 
noch in !/,- bis ?/,,°/„iger Lösung wirksam ist. 

Die Ursache dessen, warum das einfach chinasaure Salz besser 
als das doppeltsalzsaure Salz wirkt, könnte darin liegen, daß ersteres 
ein einfachsaures Salz ist. Haben wir doch bei der Prüfung 
der einfach- und doppeltsalzsauren Salze des Isopropyl- und 
Isobutylhydrocupreing gesehen, daß die Wirksamkeit der ein- 
fachsalzsauren die der doppeltsalzsauren Salze übertrifft. 

Da wir nicht mit äquimolekularen Lösungen arbeiteten, 
sondern mit nach Gewichtsprozenten hergestellten, wäre der 
Einwand berechtigt, daß die verschiedene Wirksamkeit der ein- 
fach- und doppeltsauren Salze auf die verschiedenen Mengen 
des in den Lösungen vorhandenen Alkaloids zurückgeführt 
werden könnte. In einer 1%,igen Lösung des einfachsalz- 
sauren Isopropylhydrocupreins ist von der Alkaloidbase mehr 
vorhanden als in einer 1%/,igen Lösung des doppeltsalzsauren 
Isopropylhydrocupreins, da das Molekulargewicht des letzteren 
ein größeres ist als das des ersteren. 

Um diese Frage zu entscheiden, setzten wir Versuche mit 
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einfachchinasaurem, doppeltchinasaurem und salzsaurem china- 
saurem  Isoamylhydrocuprein an. Die äquimolekularen 
Lósungen haben uns die Vereinigten Chininfabriken Zimmer 
& Co. zur Verfügung gestellt. Das Ergebnis der mit diesen 
drei Lösungen angesetzten Abtötungsversuche zeigt Tabelle XXVII. 


Tabelle XXVII. 


Vergleich der abtötenden Wirkung von äquimolekularen Lösungen 
des einfachchinasauren, des doppeltchinasauren und des salzsauren 
chinasauren Isoamylhydrocupreins. 


Röhrchen 















Konzentration 
des Desinfektionsmittels 


Einfachchinasaures Isoamylhydrocuprein: 


























Diphtheriestamm Nr. 558 . . . .| — =|=|-|+ + 
» » 718... .|= |=|=|=|+/ + + 
n » 8421.. -I|-|-|-|+ | + + 
Konzentration 


des Desinfektionsmittels 


1:125 
1:250 
1:500 
1 : 1000 








Doppeltchinasaures Isoamylhydrocuprein: 

















Diphtheriestamm Nr. 558 . . . .|-—|=|=|-—1+|+ + 
» ” 718... .|-|- +1+|+ + 
» ....|-|-|+1+|+ + + 

I t 

Salzsaures chinasaures Isoamylhydrocuprein: 

Diphtheriestamm Nr. 558 . . . .|—-|—=|—|+|+ | + $ 
“ A ESTE: + 
n » 8421.. —|—-|-I+i+i+ + 














Die bedeutend stárkere Abtótungswirkung des einfachsauren 
Salzes gegeniiber der der doppeltsauren Salze tritt auch bei 
äquimolekularen Lösungen deutlich zutage. Ein vermehrter 
Gehalt an der Alkaloidbase ist also für die bessere 
Desinfektionswirkung der Lösungen der einfachsauren 
Salze nicht verantwortlich zu machen. 

Gegenüber der so bedeutend differierenden Abtötungs- 
wirkung zeigt sich die Hemmungswirkung der drei verschie- 
denen Salze des Isoamylhydrocupreinsináquimolekularen Lösungen 
nicht wesentlich voneinander verschieden (Tabelle XX VIII). 
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Tabelle XXVII. 


Vergleich der entwicklungshemmenden Wirkung von äquimolekularen 
Lósungen des einfachchinasauren, des doppeltchinasauren und des 
salzsauren chinasauren Isoamylhydrocupreins. 





o 
s|2s|s | 3|S 
Konzentration S ZISIS 3 Ss Kontrolle 
des Desinfektionsmittels 2 S RIBS 3 











Einfachchinasaures Isoamylhydrocuprein: 


Diphtheriestamm Nr. 558... .|-|- | + | + | +|+| + 
Doppeltchinasaures [soamylhydrocuprein: 

Diphtheriestamm Nr. 558... .|=!|+|1+:+]|+]|+] + 
Salzsaures chinasaures Isoamylhydrocuprein: 

Diphtheriestamm Nr. 558 . . . .|- | -|+|+|+|+I + 


Wie der Vergleich mit den Tabellen XXIII und XXIV 
die über die Hemmungswirkung und Abtötungswirkung der 
einfach- und doppeltsalzsauren Salze des Isopropyl- und Iso- 
butylhydrocupreins Auskunft geben, ergibt, besteht auch bei 
diesen Präparaten die gleiche Gesetzmäßigkeit: Zwischen den 
einfach- und doppeltsauren Salzen ist ein Unterschied nur in 
der Abtötungswirkung vorhanden, in der Hemmungswirkung 
sind beide Salzarten gleich. 

Spielt nun die Art der Säure im Alkaloidsalz für die 
Desinfektionswirkung eine Rolle oder nicht? Man könnte der 
Säure deshalb eine besondere Bedeutung zuschreiben, weil bei 
der Salzbildung der Chinaalkaloide es sich nicht wie bei der 
normalen Salzbildung um den Eintritt des Säureradikals in 
das Salzmolekül handelt, sondern weil das ganze Molekül der 
Säure sich zum Alkaloidmolekül addiert. Die Spaltung dieses 
Alkaloidsäurekomplexes tritt deshalb leicht ein. Es handelt 
sich dabei nicht um Spaltung in Ione, wie zum Beispiel bei 
den Salzen der Schwermetalle, sondern um eine Trennung der 
beiden vereinten Moleküle, der Alkaloidbase einerseits und der 
Säure andererseits. Deshalb bilden sich in Lösungen bestimmter 
Konzentration vielfach Trübungen und Opalescenzen. 

Außerdem sitzen die beiden Säuren im doppeltsauren Salz 
an verschiedenen Stellen des Alkaloidmoleküls. Ein Beispiel 
wird das am besten klarlegen. 
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Doppeltsalzsaures Isopropylhydrocuprein. 


Aus dem schon oben Gesagten geht hervor, daß die doppelt- 
salzsauren Salze weniger wirksam sind als die einfachsalzsauren. 
Da die einfachchinasauren Salze sich gut wirksam er- 
wiesen hatten, ist es von Interesse, zu wissen, ob die China- 
säure ein gutes Desinfektionsmittel gegenüber Diphtherie- 
bacillen darstellt, und daher die Wirkung der Chinaalkaloide 
steigert. Entsprechende Versuche lehrten, daß die Chinasäure 
ein schlechtes Desinfektionsmittel gegenüber Diphtheriebacillen 
darstellt. Tabellen XXIX und XXX geben darüber Aufschluß. 


Tabelle XXIX. 


Hemmungswirkung der Chinasäure gegenüber Diphtheriebacillen. 








Röhrchen 


Konzentration des Des- 
infektionsmittels 


Diphtheriestamm Nr. 558 
n » 708 
n n 8421 


Ergebnis: Die Chinasäure hemmt das Wachstum der Diphtherie- 
bacillen in den Konzentrationen 1:400 bis 1:1000. 
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Tabelle XXX. 
Abtötung von Diphtheriebacillen durch Chinasäure. 
Röhrchen | 1 | 2 | 3 | 4 | 5 
K tration des D j NR | al 
onzentration des Des- 3 F 5 ¿ p trolle 
ern | 1:10 | 1:15 | 1:20 | 1:30 | 1:40 
Diphtheriestamm Nr. 558| — ' — | + A g 
n E ER E E E ES + 
n » 8421 + +! +1 +) + + 


Ergebnis: Die Chinasäure tötet die Diphtheriestimme Nr. 708 
und 558 in 10 Minuten in der Verdünnung 1:15 ab, vermag in der Ver- 
dünnung 1:10 den Diphtheriestamm Nr. 8421 nicht abzutöten. 


Wenn wir nun die Frage beantworten wollen, ob die 
Natur der Säure für die Desinfektionswirkung der Salze der 
Chininderivate von Bedeutung ist, so müssen wir sagen, daß 
dieselbe nicht imstande ist, einen Einfluß auszuüben. Die un- 
wirksame Chinasäure bildet ebenso wirksame Substanzen wie 
die stark wirksame Salzsäure. Dagegen ist die Natur der Säure 
für die Löslichkeit des Mittels von großer Bedeutung. 
Einfachchinasaure Salze sind in Wasser gut löslich, während 
einfachsalzsaure Salze unlöslich sind. 

Die Anzahl der Säuremoleküle in der Alkaloidsalzverbindung 
ist für die Desinfektionswirkung von Bedeutung. Die einfach- 
sauren Salze töten besser ab als die doppeltsauren Salze. 

Zusammen mit den Ergebnissen der Alkoholwirkungen 
scheinen uns diese Tatsachen, die die Rolle der Säure be- 
treffen, für die Konstitution und Wirkung der hier behandelten 
Chininderivate von Interesse zu sein. 


Schlußfolgerungen. 

Die lokale Desinfektion im Organismus muß schnell und 
durch geringe Konzentrationen der Desinfektionsmittel herbei- 
geführt werden. Deshalb ist es bei der Prüfung der Desinfektions- 
mittel im Reagensglase nötig, darauf Rücksicht zu nehmen, 
wenn Rückschlüsse auf eine eventuelle Verwendbarkeit im Or- 
ganismus gezogen werden sollen. Es müssen ungünstige Be- 
dingungen für die Abtötung der Mikroorganismen bei der 
Prüfung vorhanden sein: a) Große Einsaat in geringe Kon- 
zentrationen der Desinfektionsmittel, b) kurze Einwirkungs- 
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dauer des Desinfektionsmittels, c) lange Beobachtungsdauer der 
Versuche, d) Prüfung, ob Serum die Wirksamkeit des Mittels 
aufhebt. 

Die Morgenrothschen Chininderivate: Methyl-, Äthyl.. 
Propyl-, Butyl-, Amyl-, Hexyl-, Heptyl-, Octyl-, Decyl-, Dodecyl- 
und Cetylhydrocuprein zeigen eine desinfizierende Wirkung 
gegenüber Diphtheriebacillen. Die antiseptische, wachstums- 
hemmende Wirkung dieser Chininderivate ist je nach Mittel 
verschieden. Das Chinin zeigt gegenüber Diphtheriebacillen 
eine hemmende Wirkung meist bis zur Verdünnung 1:10000. 
Das Hydrocuprein, das Methyl-, Äthyl- und Isopropylhydro- 
cuprein zeigen gegenüber dem Chinin keine Steigerung ihrer 
Hemmungswirkung. Das Isobutylhydrocuprein dagegen erweist 
sich bereits wirksamer. Meist wirken von diesem Präparat 
noch Verdiinnungen von 1:50000 antiseptisch. Noch wirk- 
samer sind Isoamyl-, Hexyl-, Heptyl- und Octylhydrocuprein. 
Bei der Isoamylverbindung beträgt die Hemmungsgrenze 
1:200000, bei der Hexylverbindung 1:300000, bei der Heptyl- 
verbindung 1:500000 und bei der Octylverbindung 1:750000. 
Vom Decylhydrocuprein ab nimmt die hemmende Wirkung ab. 
Sie beträgt bei Decylhydrocuprein 1:500000, bei Dodecyl- 
hydrocuprein 1:100000 und sinkt bei Cetylhydrocuprein auf 
die Konzentration 1:5000. Man beobachtet also eine Steige- 
rung der Wirkung von der Methyl- bis zur Octylverbindung 
und eine Abnahme von dieser bis zur Cetylverbindung. Die 
Einführung der verschiedenen Alkoholradikale beeinflußt also 
die antiseptische Wirkung in erheblichem Maße. Mit steigen- 
dem Kohlenstofígehalt der Alkoholradikale nimmt die Wirkung 
zunächst zu, um dann wieder abzunehmen. 

Die Desinfektionswirkung, die Abtötung der Diphtherie- 
bacillen durch die erwähnten Chininderivate tritt in der Regel 
bei folgenden Konzentrationen ein: - 
In der Kon- 


zentration 

Bei einfachsalzsaurem Chinin . . . . 2.2... 1: 100 
doppelt-  » Hydrocuprein . . .... 1: 20 
einfach- » Methylhydrocuprein . . . . 1: 200 

” ” or Athylhydrocuprein . 1: 400 


doppelt-  » ” 1:100 resp. 1: 50 
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In der Kon- 
zentration 
Bei einfachsalzsaurem Isopropylhydrocuprein 1: 800 
» doppelt- r ” 1: 80 
» einfach- x» Isobutylhydrocuprein 1:1000 
» doppelt- ” ” 1: 200 
” ” ” Isoamylhydrocuprein 1 : 2000 
» einfachchinasaurem ” 1: 8000 
» doppelt- » ” 1: 500 
» salzsaurem chinasauren ” 1: 500 
» doppeltsalzsaurem Hexylhydrocuprein . 1: 200 
” ” ” Heptylhydrocuprein 1:8000 
r ” ” Normal-Octylhydrocuprein . 1:8000 
” ” ” Isoctylhydrocuprein . 1:8000 
» einfachchinasaurem n 1 : 8000 
» doppeltsalzsaurem Decylhydrocuprein 1 : 8000. 
” ” ” Dodecylhydrocuprein 1:2000 
r ” ” Cetylhydrocuprein 1: 400 


Auch bei der Untersuchung dieser Desinfektionsmittel 
wurde die Erfahrung gemacht, daß die hemmende Wirkung 
eines Desinfektionsmittels unabhängig von der abtötenden sein 
kann. Obwohl bei den Chininderivaten die meisten Präparate 
das gewöhnliche Verhalten zeigten, insofern als die abtötende 
Wirkung der hemmenden parallel ging, bildet das Hexylhydro- 
cuprein eine Ausnahme. Trotz beträchtlicher antiseptischer 
Wirkung, die größer ist als die des vorhergehenden Homo- 
logons, des Isoamylhydrocupreins, ist die Desinfektionswirkung 
desselben viel geringer. Im allgemeinen zeigen sich bei der 
Prüfung der Abtötung dieselben Verhältnisse wie bei der 
wachstumshemmenden Wirkung der Präparate, insofern. näm- 
lich, daß die Desinfektionswirkung durch die Einführung der 
Alkoholradikale vom Methyl- bis Heptyl-, Octyl- und Decyl- 
hydrocuprein zunimmt, beim Dodecylhydrocuprein abzunehmen 
beginnt und beim Cetylhydrocuprein noch weiter herabsinkt. 

Aus den auf S. 310 und 311 angeführten Konzentrationen 
der Wirksamkeit der verschiedenen Mittel ergibt sich die wich- 
tige Rolle der Säure bei der Desinfektionswirkung. Die ein- 
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fachsauren Salze erweisen sich wirksamer als die doppelt- 
sauren Salze. Der Säurecharakter hat auf die Desinfektions- 
wirkung keinen ausschlaggebenden Einfluß. Die Chinasäure, 
die ein schlechtes Desinfektionsmittel darstellt (selbst 10°] ige 
Lösungen sind in 10 Minuten nicht sicher bactericid wirksam), 
gibt Salze von hoher desinfektorischer Wirksamkeit. 

Die Wirkung der Alkohole der aliphatischen Reihe gegen- 
über Diphtheriebacillen nimmt mit dem Molekulargewicht vom 
Methyl- bis Decylalkohol zu, und zwar sowohl die antisep- 
tische als auch die Desinfektionswirkung. Höhere Alkohole 
zu untersuchen ist nicht möglich, weil weder Lösungen noch 
haltbare Suspensionen von diesen in destilliertem Wasser zu 
erzielen sind. 

Wir sehen hier einen Parallelismus zwischen der Wirkung 
der Alkohole und der der Chininderivate, die durch Einführung 
der Alkoholradikale entstanden sind. Es liegt der Gedanke 
nahe, zu versuchen, durch Einführung bekannter Desinfektions- 
mittel, die den Alkoholen analog und in Desinfektionswir- 
kung überlegen sind, z. B. Phenolen und deren Derivaten, 
oder Thymol u. a. m., die Desinfektionswirkung der Chininderi- 
vate zu steigern. 

Im Menschenserum zeigen die Abkömmlinge des Hydro- 
cupreins eine Abschwächung ihrer abtötenden Wirkung. Immer- 
hin bleibt ihre Wirksamkeit eine gute. Das Eucupin (Isoamyl- 
hydrocuprein) und das Isoctylhydrocuprein sind z. B. im 
Menschenserum noch in der Verdünnung 1:500 in 10 Minuten 
sicher bactericid wirksam. 

Die Prüfung der Hydrocupreinderivate im menschlichen 
Organismus für die lokale Desinfektion der Mundhöhle und 
des Nasen- und Rachenraumes bei Diphtherie wäre auf Grund 
dieser Ergebnisse zu versuchen. Bei Diphtherierekonvaleszenten 
hat W. Pfeiffer*”) einen Versuch mit Eucupin bereits gemacht. 
Günstige Erfolge erzielte außer ihm Sommer) bei schweren 
Fällen von Rachendiphtherie. 

Welches von den geprüften Chininderivaten die größten 
Chancen für die Behandlung der Diphtheriekranken und Diph- 
therie-Dauerausscheider hat, läßt sich auf Grund von Reagens- 
glasversuchen nicht entscheiden. Darüber wird die Praxis Auf- 
schluß geben müssen, wobei nicht nur die Wirksamkeit, son- 
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dern auch die Unschädlichkeit des Mittels berücksichtigt wer- 
den muß. 
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Einleitung. 

Seitdem die Wassermannsche Reaktion bekannt geworden 
ist, sind eine ganze Reihe von Arbeiten erschienen, die von 
den verschiedensten Gesichtspunkten ausgehend sich mit der 
Reaktion beschäftigt haben. Dabei war es eines der Haupt- 
ziele dieser Untersuchungen, die Reaktion zu vereinfachen. 
Diese Bestrebungen sind alle dadurch charakterisiert, daß sie 
eines der reagierenden Substrate zu ersetzen suchten. In diesen 
Arbeiten sind auch Vereinfachungen der Wassermannschen 
Reaktion beschrieben, aber die hier mitzuteilenden Verein- 
fachungen sind nicht der erwähnten Art. Es wurde nach Mög- 
lichkeit die Originalmethode beibehalten, nur die dazu nötigen 
Operationen möglichst vereinfacht, andererseits wurde danach 
getrachtet, die Reaktion mit möglichst kleinen Substanz- 
mengen auszuführen. Dadurch ist: 

a) Die Methodik vereinfacht, denn wie besonders die Unter- 
suchungen von Emich und Donau gezeigt haben, wird das 
quantitative analytische Arbeiten bei Verringerung der benutzten 
Substanzmengen mit den Mikromethoden bedeutend vereinfacht; 
eine ganz ähnliche Beobachtung kann man auch bei der Wasser- 
mannschen Reaktion machen. 

b) Die Schwierigkeit behoben, die daraus hervorgeht, daß 
uns, besonders wenn es sich um Massenuntersuchungen handelt, 
nicht oder nur schwerlich die nötigen Substratmengen zur Ver- 
fügung stehen. Besonders im Meerschweinchenserum wird eine 
große Ersparnis bei der Mikromethode viel ausmachen, da be- 
sonders aus diesem Material wenig für Massenuntersuchungen 
zur Verfügung steht. Auch geht das Arbeiten dadurch viel 
schneller, wenn man nur weniger menschliches Serum braucht. 
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c) Es werden durch die Mikromethode Untersuchungen 
ermóglicht, die ohne dieselbe wegen Mangel an Untersuchungs- 
material nicht ausfiihrbar waren. 

Als Beispiel diene die Untersuchung der Lymphe in pri- 
máren Sklerosen oder die physikalisch-chemische Untersuchung 
des luetischen Serums. Zu manchen der letzterwáhnten Unter- 
suchungen hätten wir die 20fache Menge dieses Serums haben 
müssen, die wir tatsächlich mit 4 ccm Serum durch die Mikro- 
methode machen konnten. 80ccm menschliches Serum zu be- 
kommen ist aber schon mit Schwierigkeiten verbunden, während 
4ccm leicht zu erhalten sind. 

Nachdem die Mikromethode für die heute gebrauchte 
qualitative Form der Wassermannschen Reaktion sich als brauch- 
bar erwiesen hat, wurde sie zu quantitativen Arbeiten ver- 
wendet. Die erste Aufgabe war dabei, das Zustandekommen 
der Reaktion näher zu untersuchen, denn mit der quantitativen 
Methodik konnte geprüft werden, welchen Einfluß die Variierung 
der einzelnen im syphilitischen System vorkommenden Substrate 
(syph. Serum, Organextrakt, Komplement) auf das Zustande- 
kommen der Reaktion ausübt. Es wurden deswegen drei Arten 
der quantitativen Mikromethoden ausgearbeitet, bei denen immer 
ein Bestandteil variiert, die zwei anderen konstant gehalten 
wurden. Diese sind: 

1. Serum, Komplement konstant, Antigen variabel, 

2. Antigen, Serum konstant, Komplement variabel, 

3. Antigen, Komplement konstant, Serum variabel. 

Wir haben die drei Methoden verglichen und die Brauch- 
barkeit und Vorzüge der einzelnen untersucht. Bei diesen 
Untersuchungen haben wir ein großes Gewicht auf einen Ver- 
gleich der Wirkung des aktiven und durch Hitze inaktivierten 
Serums gelegt. Dabei haben wir die Komplementbindung 
luetischer und nichtluetischer Sera näher untersucht, um die 
Wirkung in Gegenwart von Antigen analysieren zu können. 

Diese Untersuchungen führten zu einer eingehenden physika- 
lisch-chemischen Untersuchung der Reaktion. Es mußte nämlich 
der Ablauf der Reaktion und die Einwirkung der einzelnen 
reagierenden Substrate aufeinander näher untersucht werden. 
Zum Teil wurden auch diese Untersuchungen mit der quanti- 


tativen Mikromethode ausgeführt. 
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Wie schon vorher erwähnt wurde, konnten wir die Mikro- 
methode auch zur Untersuchung der Lymphe von primärer 
Sklerose gebrauchen. Diese Untersuchungen wurden auch mit 
der quantitativen Methode ausgeführt, um die Stärke der Reak- 
tion im Reizserum und Blutserum vergleichen zu können. 
Diese Untersuchungen haben gezeigt, daß ebenso wie die primäre 
Sklerose erst als eine lokale Erkrankung auftritt, auch zunächst 
nur in deren Lymphe die Reaktion nachweisbar ist. Damit 
konnte eine große Analogie mit dem Verhalten des Liquor 
cerebrospinalis nachgewiesen werden. Heute ist die Unter- 
suchung auf Wassermannsche Reaktion des Liquors ein sehr 
wichtiges diagnostisches Mittel, eben weil in vielen lokalisierten 
Erkrankungen nur darin die Wassermannsche Reaktion nach- 
weisbar ist. Wenn wir diese beiden lokalen Reaktionen mit 
jener des Blutserums vergleichen, können wir aus den Ver- 
hältniszahlen der Reaktionsstärken noch weitere Schlüsse auf 
die Erkrankung ziehen, wie das bei dem Liquor cerebrospinalis 
heute allgemein üblich ist. Dieser Gebrauch der Wassermann- 
schen Reaktion ermöglicht es, sie nicht nur als einen Hinweis 
auf eine luetische Infektion zu verwenden, sondern mit ihrer 
Hilfe auch eine nähere topographische Diagnose zu stellen. 

Außer diesen mehr theoretischen Fragen betreffs der 
Wassermannschen Reaktion können mit der Mikromethode auch 
andere mehr praktische untersucht werden, auf die an dieser 
Stelle nur hingewiesen werden soll. . 

Schon Zeisler und Boas haben die Stärke der Wasser- 
mannschen Reaktion bei demselben Individuum zu verschiedenen 
Zeitpunkten zu vergleichen versucht. Die Untersuchungen von 
Zeisler besonders bei Tabes haben gezeigt, daß nicht nur 
während der Behandlung und von einer Behandlung abhängig, 
die Wassermannsche Reaktion große Schwankungen zeigen kann, 
und nur die Prüfung mittels der Mikromethode — besonders 
bei den quantitativen Arbeiten — ermöglicht eine derartige 
Reproduzierbarkeit der Einzelvorgänge, daß ein quantitativer 
Vergleich von zeitlich voneinander getrennten Untersuchungs- 
ergebnissen Platz haben kann. 

Endlich wird es durch die quantitative Untersuchung der 
Reaktionsstärke ermöglicht, die „Spezifität“ der Reaktion für 
Lues näher zu formulieren. Durch Vermehrung der Konzen- 
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tration des Antigens bzw. Serums kann man bei allen Seren eine 
Hemmung beobachten; es ist also die Differenz zwischen wasser- 
mannpositiven und -negativen Seren eine quantitative. Die 
Spezifität kann also auch nur durch die Zahl ausgedrückt 
werden, indem wir die Differenz zwischen der Reaktion (Hämo- 
Iysehemmung) „positiver“ und „negativer“ Sera messen. Dadurch 
ist auch die Möglichkeit gegeben, daß in der Einstellung der 
reagierenden Substrate zwischen verschiedenen Laboratorien 
Unterschiede bestehen können; denn heute haben wir eigentlich 
kein exakt vergleichbares Maß für die Einstellung des wich- 
tigsten Substrates, des Antigens. Da aber derartige Unter- 
suchungen mit den klinischen engstens verknüpft sein müssen, 
kann auf dieselben hier nur hingewiesen werden, ohne auf die- 
selben an dieser Stelle näher einzugehen. Hier sollen nur die 
allgemeinen Eigenschaften der menschlichen Sera besprochen 
werden. Es muß nun betont werden, daß wir in dem Nachweise, daß 
„wassermannpositive“ und „-negative“ Sera nur quantitativ ver- 
schieden sind, auch nur quantitative Vergleichswertehaben. Denn 
heute gehen wir bei der Ausführung der Wassermannschen Reaktion 
in der Weise vor, als möchten die Physiker ohne ein einheitliches 
Längenmaß messen, oder als möchten sie Temperaturen nach 
dem Wärmesinn, oder mit beliebig geteilten Thermometern 
messen. In dem Falle würde sich niemand wundern, wenn 
die Begriffe kurz und lang oder heiß und kalt — besonders 
in den Übergangsfällen der Schätzung sehr verschieden aus- 
fallen würden. Die heutige Ausführungsform der Wasser- 
mannschen Reaktion ist nicht besser als die obenerwähnten 
Schätzungsmethoden, obzwar die ihr zugrunde liegenden Ver- 
änderungen mit sehr großer Genauigkeit bestimmt werden 
können. 

Zur Lösung dieser Fragen sollen die nächsten Zeilen haupt- 
sächlich Theoretisches beitragen, wenn sie auch allein nicht im- 
stande sind, alles Fragliche zu beantworten'). 


1) Bei Arbeiten über ein Gebiet, wie es die Wassermannsche Reak- 
tion ist, macht die Angabe von Literatur sehr große Schwierigkeiten, da 
dadurch die Beschreibung in die Länge gezogen wird. Ich habe prin- 
zipiell nur solche Arbeiten zitiert, die zur Beweisführung meiner Unter- 
suchungen unbedingt notwendig waren. Sonst soll auf zusammenfassende 
Werke von Wassermann und Lange, Bruck, Landsteiner, Müller 

22* 
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A. Allgemeine Methodik. 


I. Über eine Vereinfachung der Wassermannschen Reaktion. 


Von 
L. Berczeller. 

Führt man die Wassermannsche Reaktion in der ursprüng- 
lichen Form aus, so erfordert es einen sehr großen Zeitaufwand, 
eine so große Zahl von Pipettierungen auszuführen, besonders 
wenn es sich um Massenuntersuchungen handelt. 

Nach der Originalmethode müssen Serum, Kochsalzlösung, 
Komplement und Antigen jedes für sich separat abpipettiert 
werden; auch in der zweiten Phase müssen die Suspension der 
roten Blutkörperchen und der hämolytische Amboceptor sepa- 
rat abgemessen werden. Nun ist es bereits bekannt, daß es 
ganz gleichgültig ist, ob man die Komponenten der zweiten 
Phase separat oder gemischt abmißt; von manchen Autoren 
wird sogar behauptet, daß durch Sensibilisierung der roten Blut- 
körperchen die Empfindlichkeit der Reaktion gesteigert wird. 
Deswegen habe ich versucht, ob nicht in der ersten Phase in 
derselben Weise vorgegangen werden könnte. 

Der Vorgang, den ich befolgte, war folgender: 

Es wurden je nach Bedarf gleiche Teile der verdünnten 
Komplement- und Antigenlösung vermischt und auf je 1 ccm 
Mischung 0,3 cem phys. NaCl-Lösung hinzugesetzt. Nun wurden 
die Röhrchen des Hauptversuches mit 0,1 bzw. 0,2 ccm Serum 
beschickt und dazu 1,3 ccm der vorher beschriebenen Mischung 
gegeben. Die Serumkontrolle wird mit einer gleichkonzentrier- 
ten Komplementlösung aufgestellt, welche kein Antigen enthält. 
Die Abmessung der Mischungen geschah mit einer in 1,3 ccm 
geteilten Pipette. Diese Pipettierung ist so einfach, daß sie 
auch einem geschickten Laboranten anvertraut werden kann. 

Außerdem wurden selbstverständlich die Kontrollen mit 

den unvermischten Lösungen aufgestellt, wie dies bei der 
Originalmethode üblich. 
Meyer, Boas, Plaut, Engler verwiesen werden. Ich bin auch nicht 
auf die literarische Besprechung von Fragen eingegangen, wo die Unter- 
suchungen von verschiedenen Forschern nicht übereinstimmende Resultate 
ergeben haben, sondern habe meine Befunde gegeben. 
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Diese Methodik wurde in zweierlei Weise geprüft: 

1. Es wurde diese Methode an 200 Seren mit der Original- 
methode verglichen und dabei eine vollständige Übereinstimmung 
beobachtet. 

2. Beide Methoden wurden mit absteigenden Serummengen 
quantitativ geprüft und in allen Fällen eine übereinstimmende 
Hemmungsgrenze beobachtet. 

Damit ist also die Brauchbarkeit der Methode bewiesen. 

Außer den vorerwähnten Vorteilen hat diese Methode noch 
den einer größeren Genauigkeit, da der unvermeidliche Pipet- 
tierungsfehler hier nur 2mal, in der Originalmethode jedoch 
5mal figuriert. Auch kann man mit dieser Methode viel leichter 
mit kleineren Mengen arbeiten, als nach der alten Methode, 
denn wenn man auch nicht mit der später unten zu beschrei- 
benden Mikromethode arbeiten will, da dazu eine eigene — 
wenn auch sehr einfache Laboratoriumseinrichtung notwendig 
ist — kann man mit auf die Hälfte reduzierten Mengen die Be- 
stimmungen ausführen, indem man 0,05, 0,1 und 0,1 ccm Serum 
in die drei Röhrchen abmißt, dann mittels Pipetten von 0,65 
bzw. 0,5 Teilung die erste resp. zweite Phase hinzufügt, also 
mit einem Gesamtvolumen von 1,25 ccm arbeitet. 

Diese Mischungsmethode haben wir, wo es nur möglich 
war, bei der Ausführung der später beschriebenen Mikro- 
Wassermannschen Reaktion mit großem Vorteil benutzt, da 
durch Einzelabmessung die Genauigkeit dort noch unverhält- 
nismäßig mehr beeinträchtigt werden kann. 


II. Über die Benutzung von Tropfpipetten zu Messungen bei 
serologischen Arbeiten. 


Von 
L. Berczeller. 


Es wurde bereits von Traube darauf hingewiesen, daß 
man Lösungen, deren Oberflächenspannung nicht zu stark ver- 
schieden ist, in Tropfenform hinreichend gleichmäßig dosieren 
kann, falls sich die Tropfen an einer ziemlich großen Tropf- 
fläche bilden. Zu diesen Messungen hat er besondere Tropf- 
gläschen mit abgeschliffenen Tropfflächen konstruiert. Dies 
müßte bei serologischen Arbeiten, wo oft kleine Quantitäten 
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mit nicht allzu großer Genauigkeit abzumessen sind, einen 
großen Vorteil bieten, besonders bei den jetzt üblichen Massen- 
untersuchungen. 

Ich habe mir die Aufgabe gestellt, wie man mit möglichst 
einfachen selbst vorbereiteten Hilfsmitteln, die zur Abmessung 
nötigen Pipetten herstellen kann, und zunächst geprüft, wie 
die Tropfengröße bei verschiedenen, möglichst gleichmäßig aus- 
gezogenen Capillaren sich verhält. Ich habe deshalb Glas- 
röhren ausgezogen, diese so weit abgebrochen, so weit sie leicht 
abbrechbar waren und das Gewicht von 10 Tropfen gewogen. 
In diesen Versuchen wurden die Capillaren möglichst senkrecht 
gehalten. 


Tabelle I. 
Pipette I Gewicht von 10 Tropfen. . . . 0,345 
- II “ -» 10 ” 22... 0,340 
II " “ 10 ” o. - .0,1470 
IV ” » 10 " 2202. 0,440 
V " » 10 ” e ao 0,260 
VI ” » 10 ” . . . . 0,260 
vu ” » 10 ” = . . . 0,210 
VIII ” » 10 ” ¿o 0,290: 
IX “ » 10 ” i m 0,220 
X » » 10 sl, e 40,280 
XI ” ~ 10 ” . . . +. 0,210 
XII ” » 10 ” s . . . 0,300 
XIII ” „ 10 “ . . +. . 0,230 
XIV ” » 10 ” 2. . 0,230 
” XV r ~ 10 ” > . . . 0,250 
XVI ” » 10 ” . . . . 0,220 
XVII ” » 10 “ 22. 0,300 


Die Messungen wurden mit Absicht nicht an einem Tage 
ausgeführt, die Pipetten nicht zu derselben Zeit hergestellt 
und an verschiedenen Tagen miteinander verglichen. Die Pi- 
pettencapillaren konnten Differenzen in der Länge und im 
Kaliber haben. Ferner wurden Messungen bei senkrechter und 
unter 45° von der Senkrechten abweichender Haltung der 
Pipette ausgeführt. Die Versuche zeigten, daß dadurch die 
Tropfengröße sehr stark beeinflußt wird. 
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Tabelle II. 
Senkrechte Unter 45° 
Haltung abweichend 
Pipette I Gewicht von 10 Tropfen . 0,345 0,525 
” II ” 10 ” . 0,340 0,500 
" II ” » 10 » . 0,270 0,400 
IV ” » 10 ” . 0,250 0,410 


Trotzdem bei einer so geringen Neigung der Pipette die 
Tropfengrößen so verschieden ausfallen, kann man bei einiger 
Übung, durch stets gleichmäßige Haltung der Pipette mit der- 
selben ziemlich gut übereinstimmende Resultate erhalten. 

Wir haben in den weiteren Versuchen unsere Capillaren 
möglichst gleich weit und in gleicher Länge ausgezogen. Die 
benutzten Glasröhren hatten 3 mm Durchmesser, waren 10 cm 
lang, und der ausgezogene Teil 20 cm. Die in dieser Weise 
erhaltenen Capillaren wurden in der Mitte angeritzt und durch- 
gebrochen. Jetzt wurden a) mit beiden Capillaren 10 Tropfen 
abgewogen, b) dann die Capillaren so lange abgebrochen, soweit 
sie mit leichtem Druck abbrechbar waren, und ebenfalls 10 Trop- 
fen gewogen. 

Die in der Weise ausgeführten Versuche sind in der fol- 
genden Tabelle angeführt. Spalte I und II beziehen sich je- 
weils auf die aus einer Röhre verfertigten zwei Capillaren 
a und b, von denen die eine (a) nach dem Einritzen durch 
leichten Druck —, die andere (b) an der dickeren Stelle ab- 
gebrochen wurde. (Es wurden immer 10 Tropfen gewogen.) 


Tabelle IH. 


I. I. 
a b a b 
Pipette I 0,280 0,240 0,270 0,280 
” II 0,220 0,210 0,260 0,300 
” III 0,200 — 0,210 0,230 
” IV 0,190 — 0,210 0,280 
n V 0,240 0,220 0,240 0,300 
Mittelwerte 0,226 0,223 0,238 0,278 


Wie aus der Tabelle ersichtlich ist, sind sogar die auf 
diese Weise bereiteten Pipetten noch ziemlich verschieden. 
Die größte Differenz in der Reihe a beträgt 25%/,. in der 
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Reihe b 30°/ Zwei aus einem Rohr bereitete Pipetten zeigen 
aber schon bedeutend geringere Unterschiede, und zwar sind 
die Differenzen am geringsten, wenn die Capillaren nach b ab- 
gebrochen werden. 

Aber für viele Bestimmungen sind noch genauere Pipetten 
erforderlich. Deswegen wurden zu unseren weiteren Versuchen 
dickwandige Capillaren mit Abtropffläche benutzt. 

Wie diese Versuche gezeigt haben, kann man annähernd 
` gleiche Capillaren mit Leichtigkeit herstellen; wenn man aber 
mit verschiedenen unausgesuchten Capillaren arbeitet, bekommt 
man sehr große Differenzen. Daher habe ich zu einer Ver- 
suchsreihe immer dieselben Capillaren benutzt. Diese Art der 
Abmessung in Tropfenform hat sich insbesondere in dem S. 326 
zu beschreibenden Versuch mit einer Mikro-Wassermann-Me- 
thode bewährt. Bemerkt muß werden, daß man Tropfen- 
messungen wohl für die Abmessung der Sera verwenden kann, 
da diese, wie wir das noch später sehen werden, nicht mit 
großer Genauigkeit abgemessen werden müssen; jedoch ist diese 
Methode weniger geeignet für die Abmessung anderer Be- 
standteile. 

Diese Tropfröhrchen sind vollständige Nachahmungen der 
Traubeschen Stalagmometer, so daß man diese statt der 
hier angegebenen Pipetten ebensogut gebrauchen kann. 
Die im folgenden beschriebenen Pipetten sind aber bedeutend 
einfacher und können mit Leichtigkeit in jedem Laboratorium 
hergestellt werden. Es wurden aus Capillaren, die 5 bis 6 mm 
äußeren Durchmesser und ungefähr 1 mm inneren Durchmesser 
haben, 1- bis 2-ccm-Pipetten hergestellt, das eine Ende an 
einem weichen Stein abgeschliffen, dann etwas oberhalb dieses 
Endes fein ausgezogen, wodurch erreicht wird, daß von der 
Tropffliche Tropfen abfallen, und die Flüssigkeit nicht im 
Strahl ausfließt. Die Tropfen sollen ziemlich schnell nachein- 
ander folgen, denn so wird die Tropfengröße bei capillaraktiven 
Kolloidlösungen weniger differieren, als wenn man sie sehr 
langsam abtropfen läßt. (Siehe meine Arbeit: Zeitschr. f. physik.- 
chem. Biol. Bd. I.) 

Es wurden die so hergestellten Pipetten noch zum Teil 
im Knie gebogen, denn dadurch kann man die Tropfengröße 
noch gleichmäßiger gestalten. Wie die folgenden Versuche aber 
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zeigen, spielt das in diesem Falle keine so wichtige Rolle. Die 
5 hier erwähnten Pipetten wurden aus 3 verschiedenen Ca- 
pillarröhrchen verfertigt, 2 waren gerade und 3 gebogen. 

Diese Pipetten müssen immer sehr gründlich gereinigt 
werden. Es ist empfehlenswert, sie in destilliertem Wasser 
oder in phys. NaCl-Lösung zu halten. Außerdem sollen sie 
nach Versuchen an Eiweißlösungen mit starker Lauge oder mit 
einer Chromschwefelsäuremischung öfters ausgewaschen werden. 

Zuerst haben wir versucht, ob es bei diesen Pipetten nicht 
einen Einfluß auf die Tropfengröße ausübt, wenn sie oben oder 
unten gehalten werden. (In diesen Versuchen wurden die 
Tropfflächen immer horizontal gehalten.) 

Wenn man die Pipetten nämlich oben hält, wird der Tropfen 
bedeutend mehr erschüttert, als es umgekehrt der Fall ist. 
Andererseits ist es auch vollkommen überflüssig, die Pipetten 
oben zu halten und den Tropfenfall mit dem Finger zu re- 
gulieren, da die Tropfen sich ohnedies von selbst regulieren 
werden. 

Dies geht aus folgenden Versuchen hervor, in denen 2 Pi- 
petten, die aus demselben Capillarröhrchen verfertigt waren, 
angewendet wurden. 


Tabelle IV. 


Gewicht von 10 Tropfen 
oben gehalten unten gehalten 


Pipette I... ......0,800 0,770 
» H....... .0885 0,815 


Wie ersichtlich, schwanken die Werte, wenn die Pipette 
oben gehalten wird, um etwa 10%/,, wenn sie unten gehalten 
wird, um etwa 5°/,. Es ist besser, die Pipette unten zu halten. 

In den weiteren Versuchen wurde untersucht, welchen 
Einfluß auf die Tropfengröße die Schiefhaltung der in den 
obigen Versuchen benutzten Pipetten hat; diese wurden um 
25° geneigt gehalten, und dabei haben sich folgende Werte 
ergeben: 


Tabelle V. 

Gewicht von 10 Tropfen 
horizontal unter 45° geneigt 
gehalten gehalten 

Pipette I ........0,800 0,700 


” U e 40,885 < 0,740 
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Aus den angeführten Zahlen ist ersichtlich, daß bei den 
Pipetten mit der abgeschliffenen Tropffläche es einen weit ge- 
ringeren Unterschied als bei den einfach ausgezogenen Pipetten 
(Tab. II) ausmacht, ob die Pipette gerade oder geneigt ge- 
halten wird. Dort betrug der Unterschied gegen 50°/,, hier 
bloß etwa 16°/,; dort wird die Tropfengröße durch Schiefhalten 
stark erhöht, hier etwas verringert. Benutzt man solche Ca- 
pillaren mit abgeschliffenen Tropfflächen, so wird die Differenz 
bei gleicher Pipette immer unter 5°/, bleiben. Andererseits war 
der Unterschied bei verschiedenen von uns benutzten Pipetten 
nicht größer als 10° ,. Bei der Ausmessung verschiedener bei 
der Wassermannschen Reaktion benutzten Lösungen war der 
Unterschied größer, zirka 15°/,, bei stark capillaraktiven Lö- 
sungen werden jedoch die Differenzen so groß, daß die Pipetten 
mit den betreffenden Lösungen erst kalibriert werden müssen. 

Durch diese Versuche ist es bewiesen, daß zu sehr vielen 
serologischen, aber auch zu sehr vielen physiologisch-chemischen 
Untersuchungen (ich will hier nur die quantitative Bestimmung 
der Fermente erwähnen), das Abmessen der Flüssigkeiten in 
Tropfenform erfolgen kann, besonders wenn kleine Quantitäten 
derselben Lösung oft abgemessen werden sollen. 


HI. Über eine Mikromethode zur Ausführung der 
Wassermannschen Reaktion. 


Von 
L. Berczeller. 


Mikromethoden wurden schon mehrere empfohlen, z. B. die 
von Dungern, Engler, Wright; die erhaltenen Resultate 
waren jedoch nicht hinreichend genau und empfindlich. An- 
dererseits sind sie, wie dies von Boag betont wird, schwierig 
auszuführen und zu quantitativen Arbeiten nicht geeignet. 

In den Feldärztlichen Blättern der k. u. k. 2. Armee, 
Aug. 1916, habe ich eine Mikromethode zur Ausführung der 
Wassermannschen Reaktion beschrieben, die eine Verfeinerung 
und zugleich eine Vereinfachung des von Wright angegebenen 
Verfahrens ist. Seitdem habe ich diese Methode noch weiter 
vervollkommnet, und nun soll dieses bereits in mehreren Tau- 
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senden von Reaktionen ausprobierte Verfahren hier beschrieben 
werden. 


Zunächst folgendes über die Apparatur. 





Es werden aus Glasröhren mit einem inneren Durchmesser 
von 7 mm etwa 3,5 ccm hohe Eprouvetten bereitet; an einem 
Ende werden die Ränder an einem weichen Stein abgeschliffen, 
das andere Ende in einer Bunsenflamme spitz ausgezogen. Diese 
Eprouvetten werden zu je 30 in 3 Reihen von einem kleinen 
Holzstativ mit sehr engen Bohrungen aufgenommen, dessen 
untere Glasplatte aus dickem Glas angefertigt ist. Auf 
diese Glasplatte stoßen die Eprouvetten mit ihrem unteren 
Ende auf. Das Stativ ist oben durch eine abnehmbare Platte 
verschlossen, die mit der unteren Fläche den Verschluß der 
30 Eprouvetten besorgt!). — Zu diesem Zweck ist die hölzerne 
Platte an ihrer unteren Fläche mit wasserdichtem Stoff belegt, 
und die Räume zwischen diesen und dem Holze mit Watte 
ausgepolstert?). Auf diese Weise entsteht ein sicherer elastischer 








1) Wenn man die Ablesung noch mehr erleichtern will, kann man 
die Stative in der Weise bereiten, daß die Röhrchen der ersten Reihe 
am kürzesten und die der dritten Reihe am längsten sind. In dem 
Falle steht die Glasplatte schief. Es ist zweckmäßig, die Eprouvetten 
durch zwei ausgespannte Eisendrähte halten zu lassen, denn sonst stehen 
sie bei der Aufstellung nicht gerade, und dadurch kann der obere Ver- 
schluß unvollständig werden. Mit dieser Einrichtung kann man sehr be- 
quem die 3 hintereinanderstehenden Röhrchen vergleichen. 

®) Diese Art der Dichtung mußte gebraucht werden, weil uns 
Gummiplatten durch die Kriegsverhältnisse nieht in der nötigen Qualität 
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Verschluß. An beiden Seitenwänden des Stativs ist je ein 
Häkchen, mit dem der Deckel an das Stativ befestigt wird?). 

Eine sehr wichtige Frage ist die der vollständigen Rei- 
nigung der Röhrchen und Deckel. Nach Ablesen der Resultate 
werden die abgesetzten roten Blutkörperchen zuerst aufgeschüttelt, 
dann wird die Flüssigkeit abgegossen und die Eprouvettchen 
mit einem dünnen Strahl von Leitungswasser ausgespült. Reste 
von Blutkörperchen, die immer noch in dem spitzen Teil der 
Eprouvetten verbleiben, mit einem mit Watte umwickelten 
Holzstábchen durch Auswischen entfernt, und nach einer Durch- 
spülung mit destilliertem Wasser werden die Eprouvetten ge- 
trocknet. 

Die weiteren Versuche haben bewiesen, daß dieselben Re- 
sultate erreicht werden, wenn man das Serum in Tropfen ab- 
mißt. Die Abmessung des Antigens, Komplementes, Ambo- 
ceptors und der roten Blutkörperchen geschieht in derselben 
Weise, wie es früher angegeben worden ist. Mit dieser Me- 
thode haben wir Sera in der nachfolgenden Weise untersucht. 





Fig. 2. 


und Quantität zur Verfügung stehen; zweifelsohne würde das Arbeiten 
mit Gummiplatten viel bequemer und reiner sein. 

!) In der ersten Ausführung habe ich die Stative aus Objektträgern 
und Plastilin zusammengestellt, so daß 3>< 12 Eprouvetten ein Stativ 
gebildet haben. Nähere Beschreibung siehe in meiner vorher zitierten 
Arbeit, die Details sind auch aus der Figur 2 ersichtlich. 

Bei dieser Ausführungsform der Mikro-Wassermannschen Reaktion 
habe ich die nötige Menge von Serum mit zu diesem Zwecke bereiteten 
Capillarpipetten abgemessen. Dieser Teil der Reaktion war am schwie- 
rigsten ausführbar. 
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A. Mikromethode für inaktive Sera. 

Die Sera werden in der üblichen Weise bei 56° eine halbe 
Stunde lang inaktiviert. Zur Ausführung der Reaktion brauchen 
wir 3 Tropfen Serum (0,060 ccm), die zur Hälfte mit physio- 
logischer Kochsalzlösung verdünnt werden. (Die Abmessung 
der Tropfen geschieht in der im II. Teile angegebenen Weise 
mit ausgezogener Capillare.) 

Von dem halbverdünnten Serum kommt ein Tropfen in 
das erste Röhrchen und je 2 Tropfen in die beiden anderen. 
Die ersten beiden Röhrchen dienen zur Ausführung des Haupt- 
versuches, das dritte Röhrchen dient — wie gewöhnlich — zur 
Aufnahme der Serumkontrollen. In das Röhrchen für den 
Hauptversuch kommt 0,1 cm einer Mischung von Antigen und 
Komplementlösung und in das dritte Röhrchen 0,1 cm eines 
1:40 verdünnten Meerschweinchenserums. 

Die benützte Antigen-Komplementmischung wird folgender- 
maßen bereitet. 

Es wird das Antigen in der durch Auswertung vorher bestimm- 
ten Verdünnung bereitet, und diese Lösung mit der gleichen Menge 
von 1:20 verdünnten Meerschweinchenserums vermischt. Wir 
brauchen zu 10 Untersuchungen 1 ccm verdünnte Antigenlösung 
und 1,5 ccm 1:20 Komplementlósung. Man verbraucht also 
0,075ccm Meerschweinchenserum zu 10 Wassermannschen Unter- 
suchungen, was ein sehr bedeutendes Ersparnis ergibt. 

Die Kontrollen werden in ähnlicher Weise aufgestellt wie bei 
der Makromethode. In der folgenden Tabelle sind die nötigen 
Mengen angegeben: 





















































Tabelle VI. 
Ñ Antigen-Kontrollen Ambo- | Komple- Rote Blut- 
1 -— | ceptor- ment- |körperch.- 
Hämolyt. |-——— 
I | u u | = Kontrollen 
Antigen . IE 0,05 | MEE 51 = = 
0,05| 0,05 | = I 0,05 = 
Kochsalz . . [005] = 0,15 | 0,1. | 0,15 | 0,15 0,2 
Hámolyt. | 
Amboceptor | 0,05 | 0,05! — | 0,05 0,05 = | = 
Rote Blutkör- | a 
perchen 0,05 | 0,05 |0,05| 0,05 0,05 0,05 | 0,05 
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In den Kontrollen ist das Gesamtvolumen etwas größer 
als in den Versuchen, das spielt aber, wie dies unsere Ver- 
suche gezeigt haben, keine Rolle. Nach Einfüllen der Reagentien 
der ersten Phase wird auf jedem Stativ der Deckel aufgelegt 
und durch Umkehren der Inhalt der Röhrchen gemischt. Dann 
kommen die Stative in den Thermostaten, wo sie eine Stunde 
lang bleiben müssen. (Inzwischen wird der Amboceptor mit 
1:20 Komplement ausgewertet, und eine Lösung, die in 0,5 cem 
die 2*/,fach lösende Menge Amboceptor enthält, mit gleichen 
Teilen 5°/, roten Blutkörperchen vermischt.) Diese Lösungen 
werden separat bereitet und mit diesen söparaten Lösungen 
die Kontrollen aufgestellt. Nach einer Stunde wird zu den 
Röhrchen des Hauptversuches und der Serumkontrolle 0,1 ccm 
der sensibilisierten Blutkörperchen zugesetzt. Ungefähr nach 
1/ stiindigem Verweilen im Thermostaten ist die Reaktion be- 
endet. Man kann die Resultate sofort ablesen, doch ist es 
zweckmäßig zu warten, bis die roten Blutkörperchen sich zu 
Boden gesenkt haben, da man in diesem Falle die Stärke der 
Reaktion viel besser beurteilen kann. Die Bezeichnung der 
Reaktionsstärke geschieht in der üblichen Weise. 


B. Mikromethode für aktive Sera. 

Vorläufig haben wir die Mikromethode für zwei mit ak- 
tiven Seren ausführbare Formen der Wassermannschen Reaktion 
ausprobiert: 

1. Für die von Hecht angegebene Modifikation, wo das 
eigene Komplement und Amboceptorgehalt des menschlichen 
Serums benutzt wird. 

2. Für die von Stern angegebene Modifikation, bei der 
der eigene Komplementgehalt des menschlichen Serums be- 
nutzt, aber ein Immunamboceptor in der zweiten Phase zu- 
gesetzt wird. 


1. Mikromethode ohne separaten Zusatz von Ambo- 
ceptor und Komplement (Hecht). 

Die Reaktion wird ebenfalls in 3 Röhren ausgeführt. In 
das erste Röhrchen kommt 1 Tropfen, in das zweite 2 Tropfen 
und in das dritte 1 Tropfen Serum. Die ersten 2 Röhrchen 
dienen zum Hauptversuch, das dritte zur Serumkontrolle. 
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Zu den beiden ersten Röhrchen wird 0,1 ccm einer Antigen- 
lösung zugesetzt, das dritte Röhrchen wird mit 0,1 cem physio- 
logischer Kochsalzlösung aufgefüllt; die Antigenlósung muß ?', 
der bei der inaktiven Methode gebrauchten Antigenmenge ent- 
halten. Wenn also z. B. das Antigen in einer Verdünnung von 
1:10 in der Ausführung der Reaktion mit inaktivem Serum 
gebraucht werden muß, dann müssen wir zur aktiven Reaktion 
1:50 das Antigen verdünnen, da wir nicht 0,05 cem, sondern 
0,1 ccm von der Lösung zum Versuche gebrauchen. 

Beim Gebrauch von aktiven Seren ist es sehr wichtig, die 
Sera vor dem Gebrauche nicht von dem Blutkuchen abzupipet- 
tieren, sondern mit dem Blutkuchen in Berührung zu lassen, 
da sonst der Komplementgehalt des Serums in großem Maße 
herabgesetzt wird. Mit dem Blutkuchen in Berührung stehende 
Sera können sogar nach 48 Stunden untersucht werden. Unter 
diesen Verhältnissen zeigen nur mit der Originalmethode stark 
positive Sera eine Eigenhemmung. 

Es werden Kontrollen mit Seren angestellt, die sich bei 
einer vorausgehenden Prüfung als bestimmt positiv oder negativ 
erwiesen haben. Nach Mischung des Antigens (bzw. der physio- 
logischen Kochsalzlösung) mit dem Serum (in der bei der in- 
aktiven Methode beschriebenen Weise) werden die Stative 
1 Stunde lang im Thermostat gelassen. Danach kommt in 
jedes Röhrchen 0,1 cem einer 2°/ igen Hammelblutkörperchen- 
suspension. Ungefähr nach */, Stunden ist der Versuch be- 
endet. Durch ein weiteres Stehenlassen im Thermostaten 
(1 Stunde) wird das Resultat nicht wesentlich geändert. Es 
wird abgewartet, ebenso wie bei der inaktiven Methode. 
bis die roten Blutkörperchen sich in den Spitzen der Eprou- 
vetten gesammelt haben, und dann werden die Resultate ab- 
gelesen. 

Wright empfiehlt eine ähnliche einfache Ausführung der 
Wassermannschen Reaktion. Obzwar unsere Mikromethode viel 
genauer arbeitet als die von Wright und Fleming angegebene, 
möchte ich dieselbe dennoch nicht zu diagnostischen Unter- 
suchungen empfehlen, da das nicht-quantitative Arbeiten 
mit Amboceptor und Komplement viel größere Fehler ver- 
ursacht, als wenn man ein komplizierteres System mit mehreren 
Seris benutzt; und man kann nur sehr starke Hemmungen 
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als positive Reaktion bezeichnen, wodurch die Möglichkeit einer 
empfindlicheren Diagnose schwindet. 


2. Mikromethode ohne separaten Zusatz von Kom- 
plement (Stern). 


In das erste Röhrchen kommt 1 Tropfen Menschenserum, 
in die beiden anderen je 2 Tropfen. In die beiden ersten 
Röhrchen füllt man je 0,1 com derselben Antigenlösung, die 
zu der Hechtschen Methode benutzt wurde. Nach Mischung 
bleiben die Stative 1 Stunde lang im Thermostaten, danach 
wird 0,1 ccm derselben Mischung, die bei der inaktiven Me- 
thode benutzt wird, hinzugefügt. Es werden gleiche Teile einer 
5°/,igen Suspension roter Hammelblutkörperchen mit einer 
Amboceptorlösung vermischt, die in 0,5 ccm des 5- bis 6fachen 
lösende Menge enthält. 

Auf einen genauen quantitativen Vergleich der Wirkung 
aktiver und inaktiver Sera werden wir noch eingehen. Hier 
sollte nur erwähnt werden, daß, wie schon Sachs und Alt- 
mann mitgeteilt haben, die aktiven Methoden die inaktiven an 
Empfindlichkeit der Reaktion übertreffen, und zwar im pri- 
mären Stadium der Lues im Erscheinen der Reaktion und im 
späteren Stadium im Verschwinden der Reaktion. 

Wir machen die Methoden A und B stets gleichzeitig 
nebeneinander, da von mehreren Seiten Beobachtungen und 
Einwände erhoben wurden, wonach die aktiven Sera un- 
spezifische Hemmungen geben. Vollständige unspezifische Hem- 
mungen konnten wir in den bis jetzt ausgeführten (ungefähr 
12000) Untersuchungen nicht beobachten. 

Endlich soll erwähnt werden, daß wir auch versucht 
haben, alle Reagenzien in Form von Tropfen abzumessen. In 
diesem Falle wäre z. B. mit der Methode für inaktive Sera 
folgendermaßen vorzugehen: 

Das Serum wird in derselben Weise, wie oben beschrieben, 
abgemessen. In das erste Röhrchen kommt 1 Tropfen, in die 
beiden anderen je 2 Tropfen des halbverdünnten Serums. In 
die ersten zwei Reihen geben wir 4 Tropfen der ausgewerteten 
Antigenlösung, in die dritte 4 Tropfen physiologischer Koch- 
salzlösung. In jedes Röhrchen kommt 1 Tropfen 1:8 ver- 
dünntes Meerschweinchenserum. Nach 1 Stunde Aufbewahren 
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im Thermostaten fügen wir 2 Tropfen Amboceptor und 1 Tropfen 
5°/ ige rote Blutkörperchen hinzu. (Die 2 Tropfen Amboceptor 
müssen die 2*/,fach lösende Dosis enthalten.) Die so erhaltenen 
Resultate haben sich mit denen der vorher beschriebenen Me- 
thode vollständig gedeckt. 


B. Beiträge zur- Kinetik der Wassermannschen Reaktion. 


Die Untersuchungen von Arrhenius haben zuerst gezeigt, 
wie nutzbringend die kinetischen Untersuchungen der unvoll- 
ständigen Reaktionen in der Serologie verwendet werden können. 
Allerdings kann man allein durch Messung des Gleichgewichtes 
bei verschiedener Konzentration der verschiedenen Substrate 
nicht den Mechanismus des Vorganges aufklären, doch gibt 
diese Methode sehr wertvolle Aufschlüsse darüber. Die Unter- 
suchungen über den Mechanismus der Reaktionen wurden von 
mehreren Forschern auch bei der spezifischen Hämolyse aus- 
geführt. Schon bei diesem Vorgange ist man zu dem Schlusse 
gekommen — wie bei vielen anderen biologischen Vorgängen —, 
daß infolge der komplizierten Zusammensetzung der reagieren- 
den Substrate die Reaktion nicht einfach formuliert werden 
kann. Dies wurde am meisten von dem Anhänger der rein 
physikalisch-chemischen Schule Manwaring betont. Die in 
allen Gemischen vorhandenen „third substances“ beeinflussen 
die Reaktion in der mannigfaltigsten Weise, so daß eine 
quantitative Formulierung der Reaktion deswegen unmög- 
lich ist. 

Wenn die Verhältnisse bei dem einfachen Vorgange der 
Hämolyse so liegen, können wir von dieser Methode bei der 
Wassermannschen Reaktion noch weniger erwarten. Deswegen - 
wollten wir in diesen Versuchen überhaupt keine quantitative 
Formulierung der Reaktion erreichen, sondern nur den Wir- 
kungsmechanismus einiger wichtiger Faktoren untersuchen. 

Wir wollten keine quantitative Reaktionsformel für die 
Wassermannsche Reaktion aufstellen, sondern wir wollten nur 
bestimmen, ob die Aufstellung von einigen Konstanten in der 
Reaktion möglich ist. Denn wenn nur das erreicht wird, haben 
wir in der Kenntnis der Reaktion einen wichtigen Schritt vor- 
wärts getan, da dadurch die Reaktion mehr reproduzierbar 


und konstanter gehalten werden kann. 
Biochemische Zeitschrift Band 83. 23 


334 L. Berczeller: 


Diese Untersuchungen mußten in drei Richtungen aus- 
geführt werden: 

1. Es mußte untersucht werden, ob bei der jetzt ge- 
brauchten Ausführungsform der Wassermannschen Reaktion 
ein Gleichgewicht erreicht wird. 

2. Es mußte die Einwirkung der aufeinander reagierenden 
Substrate in der Weise untersucht werden, inwiefern die übliche 
Einteilung der Reaktion in erste und zweite Phase bei der 
Reaktion eine Rolle spielt. 

3. Es mußte untersucht werden, wie der Ablauf der Reaktion 
von der Konzentration der einzelnen Substrate abhängt. 

Außer der Untersuchung des Gleichgewichtes wurden die 
Versuche mit der Mikromethode ausgeführt. Zu dem Zwecke 
wurde die Mikromethode für quantitative Untersuchungen aus- 
gearbeitet. Diese Ausführungsform der Reaktion ist überhaupt 
auf keine Schwierigkeiten gestoßen, die Ablesung der Resultate 
bei der Mikromethode ist so fein, daß auch ein quantitatives 
Arbeiten mit der Mikromethode mit Leichtigkeit ausgeführt 
werden kann. 


I. Untersuchungen über das Gleichgewicht bei der Wasser- 
mannschen Reaktion. 


Von 
L. Berozeller. 


Die Untersuchung des Gleichgewichtes geschah folgender- 
maßen: a 

Nach Ablesung in der üblichen Weise werden die positiv 
. reagierenden Sera ausgewählt, nach dem Aufschütteln der zum 
Teil abgesetzten roten Blutkörperchen in den Thermostaten 
wieder eingesetzt, und dann in gewissen Zeitintervallen wieder- 
holt abgelesen. (Selbstverstándlich mußten die roten Blut- 
körperchen von Zeit zu Zeit immer aufgeschüttelt werden.) 

Diese Methode ist selbstverständlich eine sehr grobe, denn 
einerseits werden die Resultate durch die Sedimentierung der 
roten Blutkörperchen stark beeinflußt, andererseits wird man 
nicht unterscheiden können, ob nicht ein scheinbares Gleich- 
gewicht statt eines wirklichen zustande kommt, wie solche be- 
sonders oft bei kolloiden Reaktionen vorkommen (speziell bei 
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Enzymreaktionen. Für die rein praktischen Zwecke resp. 
Probevergleiche zwischen verschiedenen Ausführungsmethoden 
der Wassermannschen Reaktion hat sich jedoch diese Methode 
sehr gut bewährt. 

Die Untersuchungen wurden mit der von Wassermann 
angegebenen Originalmethodik und mit der im k. u. k. Militär- 
Sanitátskomitee gebrauchten aktiven Methode ausgefiihrt. 
(Die erstere wird in den weiteren Ausfiihrungen als inaktive, 
die zweite als aktive Methode bezeichnet.) 

Zunächst wollen wir die Untersuchungen mit den beiden 
Methoden separat betrachten, wobei zu bemerken ist, daß die 
Ablesungen mit beiden Methoden so lange fortgesetzt werden, bis 
bemerkbare Veränderung in der Reaktionsstärke zwischen zwei 
nacheinander folgenden Ablesungen nicht nachweisbar ist. 


A. Originalmethode. 

100 positive Sera wurden in der oben beschriebenen Weise 
untersucht. Die erste Ablesung wurde nach 1 Stunde gemacht 
und dann innerhalb der nächsten 8 Stunden wiederholt ab- 
gelesen. Die erste und die letzte Ablesung sind in Stab 1 
und 2 der nachfolgenden Tabelle eingetragen. Es muß auch 
bemerkt werden, daß die größten Veränderungen binnen 1 Stunde 
abgelaufen sind, wozu noch kleine Veränderungen der zweiten 
Stunde etwas beitragen; die weiteren Veränderungen sind ganz 
minimal. 

Aus der Tabelle VII S. 336 (letzte Spalte) ist es er- 
sichtlich, daß in einem großen Prozentsatz der Fälle (69°/,) 
die Reaktion durch ein mehrstündiges Stehenlassen im Thermo- 
staten überhaupt nicht verändert wird; in weiteren 22°/, wird 
die Reaktion kaum merklich beeinflußt, und nur in 9°/, der 
Fälle verursacht ein längeres Stehen sehr ausgedehnte Ver- 
schiebungen der Reaktionsgrenze, bestehend in einer gut nach- 
weisbaren Schwächung der Reaktion. Diese Verschiebung der 
Reaktionsstärke kommt aber auch nur ganz minimal in Be- 
tracht, wenn man nur den diagnostischen Wert der Reaktion 
betrachtet. 

Wenn es sich auch in diesen Fällen nicht um einen echten 
Gleichgewichtszustand im physikalisch-chemischen Sinne han- 
delt, können wir das System nach den letzten Ablesungen als 

23* 
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Tabelle VII. 



































Die erste Ab- | Die letzte Ablesung In Prozenten o 
lesung ergab , ergab der Fälle innerhalb| sämtlicher 
in — Fällen einer Gruppe Fälle 
43 +++ 80 43 
in 53 Fällen Da E 3 
+++ 0 + 0 0 
EME PE 0 0 
13 + 68 13 
in 19 Fällen 5 + 26 5 
++ 0 + 0 0 
1 — 6 1 
in 19 Fällen ae: = 3 
+ T E 36 7 
in 7 Fällen 2 + 29 2 
T 5 - 71 5 
in 2 Fällen Es Be 
Eigenhemmung 2 E-H | 100 2 








im Gleichgewicht befindlich betrachten. Wissen wir doch, daß 
die Gleichgewichte im hämolytischen System immer nur relative 
sind, denn sogar an roten Blutkörperchen, die in einer physio- 
logischen Kochsalzlösung suspendiert wurden, tritt nach einer 
gewissen Zeit Hämolyse ein. 

Aus derselben Tabelle ist auch betreffs des Gleichgewichtes 
noch ein weiteres ersichtlich. Das Endergebnis der Reaktion 
bleibt nämlich um so eher mit der Zeit unverändert, je stärker 
sie zu Beginn ausgefallen war. Von den +++ positiven 
Fällen bleiben 80°/, konstant, bei den ++ positiven Fällen 
bleiben 68°/,, bei den -+ positiven 48%/,, bei den positiv- 
negativen nur 29°/, der Fälle konstant, woraus hervorgeht, 
daß das Komplement aus seiner Verbindung um so schwerer 
freigemacht wird, je mehr Reaktionskörper in einem Serum 
vorhanden sind, und daß die Bindung des Komplementes um 
so mehr reversibel ist, je schwächer das Serum reagiert. Diese 
Erscheinung erinnert sehr an Adsorptionsvorgänge, wenn sie 
auch nicht als Beweis dessen gelten kann, daß es sich bei der 
Komplementbindung um einen Adsorptionsvorgang ' handelt. 
Es.besteht eben darin eine Analogie, daß eben die Adsorptions- 
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vorgänge sehr oft nicht vollkommen reversibel sind und der 
Grad der Reversibilität von der Konzentration der reagieren- 
den Substanzen abhängt. 

Aus diesen Versuchen ist ersichtlich, daß in der Original- 
methode praktisch mit Gleichgewichtszuständen gearbeitet wird, 
denn bei der üblichen Ablesungsmethode kommen die hier be- 
obachteten Veränderungen der Reaktionsstärke nur in solchen 
Fällen in Betracht, die ohnedies als zweifelhafte bezeichnet 
werden. 


B. Aktive Methode. 


Bei der aktiven Methode arbeiten wir mit einer Ambo- 
ceptorauswertung auf Zeit (15 Minuten). Die Versuche wurden 
in der Weise ausgeführt, daß die erste Ablesung nach erfolgter 
Hämolyse in den Kontrollen (15 bis 20 Minuten) geschah; 
nach weiterem, 5 Minuten langem Verweilen im Thermostaten 
wurde nochmals abgelesen, dann aufgeschüttelt und in weiteren 
Intervallen wieder abgelesen (wie bei der inaktiven Methode). 
Die Ablesungen wurden so lange wiederholt, bis zwischen zwei 
Ablesungen keine merkliche Zunahme der Hämolyse eintrat. 

Die einzelnen Reagenzien werden bei der aktiven Methode 
in Form von Tropfen abgemessen. 

Zunächst konnte festgestellt werden, daß bei der aktiven 
Methode auch binnen ungefähr 1 Stunde die größten Ver- 
änderungen in dem Grade der Hämolyse eintreten, wie bei 
der inaktiven Methode. Die Anfangs- und Endresultate sind 
wie bei der inaktiven Methode in Tabelle VIII zusammen- 
gestellt. 

Bei der aktiven Methode bleibt also die Reaktion bloß 
in 43,4°/, aller Fälle konstant (bei der inaktiven Methode 
waren es 69°/,!). Hiervon fallen 36°/, auf die ++--++ posi- 
tiven Fälle (dort waren es 43°/,). Auch in diesem Falle ist 
es nachweisbar, daß die schwächer positiven Fälle weit geringer 
konstant bleiben als die stärker positiven und eine starke 
Neigung zur weiteren Schwächung haben. Zunächst könnte 
man glauben, daß die Hämolyse bei der aktiven Methode in- 
folge der Dosierung des Amboceptors (Auswertung auf Zeit) 
noch fortschreiten kann, unabhängig vom syphilitischen System, 
und dadurch die größere Veränderlichkeit der Resultate ver- 
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Tabelle VIII. 



































Die erste Ab- | Pie letzte Ablesung Im Prozenten Žž 
lesung ergab , ergab der Fälle innerhalb] sämtlicher 
in — Fällen einer Gruppe Fälle 
66 +++ 
in 131 Fällen ar a i 
++ 8 + 
p 13 — 
. 0 + 
in 14 Fällen 4 + 28 22 
++ 5 + 36 | 97 
a ta 36 27 
in 22 Fällen UE = 2 
+ g -2 40 5,0 
in 12 Fällen "a Va: 1,0 
+ 10. 3 83 5,5 
in 5 Fällen y i y 
Eigenhemmung 5 EB: | 100 2,7 








ursacht wird. Wenn auch zugegeben werden muß, daß dieser 
Unterschied etwas dazu beiträgt, kann es nicht als alleinige 
Ursache gelten. Denn so müßte in jedem Versuch die Stärke 
der Reaktion verändert werden, außer bei den -F+-+ posi- 
tiven Fällen, wo ja anzunehmen ist, daß das ganze Kom- 
plement gebunden ist. Tatsächlich habe ich aber gefunden, 
daß oft sogar sehr schwach positive, sogar + (positiv-negative) 
Fälle unverändert bleiben. Daß obige Annahme nicht zu Recht 
besteht, geht aber auch aus einem Vergleich der Daten hervor, 
die sich auf die in der Zeit erfolgende Schwächung der Re- 
aktionen, nach beiden Methoden beobachtet, beziehen. Diese 
Daten sind in Tabelle IX zusammengestellt. 

Aus der Tabelle ist ersichtlich, daß bei den schwach 
positiven Fällen die Reaktion bei der aktiven Methode stärker 
verändert wird als bei der Originalmethode, aber diese Ver- 
änderung ist viel kleiner als bei den stark positiven Fällen. 
Das beweist aber, daß die Veränderung der Reaktionsstärke 
mit der Zeit, nicht mit einer Veränderung des hämolytischen 
Systems allein erklärt werden kann. Das syphilitische System 
wird dabei unbedingt verändert, was wir nur in der Weise 
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Tabelle IX. 
= ae di Inaktive | Aktive 
Methode 
in °/, der Fälle innerhalb 
einer Gruppe 
bleibt unverändert 80 50 
wird geschwächt zu ++ 18 15 
+++ ” ” n + 2 11 
» “ n + 0 14 
O E EA a E 
bleibt unverändert 68 | 0 
EW wird geschwächt zu + 26 | 28 
n n n + 0 36 
” ” n = 6 | 36 
bleibt unverändert 48 | 23 
+ wird geschwächt zu + 16 | 37 
- u x n = n 36 | 40 
4+ bleibt unverändert 29 17 
= wird geschwächt zu — 71 83 
E-H. | bleibt unverändert | 10 | 100 


erklären können, daß Komplement vom syphilitischen System 
abgegeben wird, es wird also von dem syphilitischen System 
reversibel gebunden. Wenn wir die Resultate der beiden Me- 
thoden vergleichen, finden wir: 


1. Daß. die Originalausführung der Wassermannschen Re- 
aktion viel mehr ein Gleichgewicht anzeigt als die aktive 
Methode. Dies zeigt sich sowohl darin, daß die stark positiven 
Reaktionen in vielen Fällen veränderlich sind, als auch darin, 
daß die schwach positiven Reaktionen viel mehr veränder- 
lich sind. 

2. Auch bei der aktiven Methode tritt nach ungefähr 
1 Stunde ein gewisses Gleichgewicht ein, das dem Gleich- 
gewichte bei der Orignalausfúhrungsform der Reaktion viel 
näher steht. In den ersten Stunden geschieht also bei den 
beiden Reaktionen das gleiche. In vielen Fällen wird das 
Komplement nur unvollständig gebunden, und eine Abdissozia- 
tion des Komplementes findet innerhalb dieser Stunde statt. 
die binnen 1 bis 2 Stunden faktisch zu einem Gleichgewichte 
führt. Bei der aktiven Methode wird nicht nur das undis- 
soziable Komplement, sondern zum Teil auch das dissoziierbare, 
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bei der Originalmethode wird nur das stark gebundene be- 
stimmt. 

3. Bei der aktiven Methode ist noch viel schóner sichtbar, 
daß das Komplement von stärker positiv reagierenden Seren 
in mehreren Fällen viel stärker gebunden wird als von den 
schwächer positiv reagierenden Seren. 

Danach können wir die Verteilung des Komplementes 
zwischen syphilitischem und hämolytischem System folgender- 
maßen charakterisieren: 

Die Bindung des Komplementes durch das syphilitische 
System ist eine unvollkommen reversible. Je stärker ein Serum 
positiv reagiert, in um so mehr Fällen wird das Komplement 
stärker irreversibel gebunden. Es gibt aber Fälle, die von 
-+--+ positiven Reaktionen in negative binnen 1 bis 1*/, Stun- 
den übergehen; andererseits gibt es Fälle, die eine sehr schwach 
positive +-Reaktion behalten. Die Originalmethode (abgelesen 
nach 1 bis 1*/, Stunde) gibt das irreversibel gebundene Kom- 
plement an, die aktive Methode gibt auch die Fälle an, wo 
das Komplement reversibel gebunden ist. Aus der einfachen 
Bestimmung des Hemmungsgrades bei der letzteren Methode 
können wir also nicht direkt auf die Stärke der Reaktion 
schließen. Andererseits gibt es ganz bestimmt reversible Bin- 
dungen des Komplementes, die auf eine luetische Erkrankung 
hinweisen. (Auf die diagnostische Auswertung dieser Unter- 
suchungen werden wir später eingehen.) 

Diese Untersuchungen mußten deswegen an einem größeren 
Material statistisch ausgeführt werden, damit die diese Er- 
scheinungen beeinflussende Wirkung des aktiven und inaktiven 
Verhaltens der Sera, Amboceptorgehalt gegen Hammelblut- 
körperchen, dadurch ausgeglichen werden. Vorläufig war für 
uns am wichtigsten, die Differenzen in diesen Resultaten der 
Methode auffinden zu können, und der hier beschriebene Ver- 
such soll als eine der dazu ausgeführten Analysen dienen. 
Eine Ursache, warum die aktive Methode in bestimmten Fällen 
andere Resultate gibt, ist die teilweise reversible Bindung des 
Komplementes durch das syphilitische System. 
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U. Untersuchung des Mechanismus der Einwirkung des Kom- 
plementes, Antigens und syphilitischen Serums aufeinander. 


Von 
L. Berczeller und L. Heller. 


Zur Zeit ist es als nachgewiesen zu erachten, daß der Vorgang, 
der der Wassermannschen Reaktion zugrunde liegt, nicht auf 
Grund der Ehrlichschen Theorie erklärt werden kann. Es wurde 
eine große Reihe von Theorien zur Erklärung des Mechanismus 
der Reaktion aufgestellt, doch muß hervorgehoben werden, daß 
bisher nur ein recht spärliches Tatsachenmaterial vorliegt, auf 
dessen Grund eine Klärung des Mechanismus versucht werden 
kann. Die wichtigsten sind folgende zwei Tatsachen: 

1. Die von Jakobsthal beobachtete Erscheinung der ultra- 
mikroskopischen Flockung des Antigens unter der Wirkung von 
syphilitischem Serum. 

2. Die von Michaelis, Porges, Neubauer, Hermann 
und Perutz und anderen beobachtete und studierte Ausfällung 
vieler Lipoide durch syphilitisches Serum. Auf Grund dieser 
beiden Tatsachen wurde die Flockungstheorie der Wassermann- 
schen Reaktion aufgestellt, die besagt, daß bei der Ausflockung 
des Antigens durch das syphilitische Serum „das auch sonst 
sehr leicht adsorbierbare Komplement adsorbiert wird und des- 
wegen aus der Lösung verschwindet“. Mit diesen Tatsachen 
stehen meine im vorausgehenden Abschnitt beschriebenen Be- 
obachtungen, nämlich die eigentümlichen Gleichgewichtsver- 
hältnisse, hervorgerufen durch Vorhandensein einer teilweise 
reversiblen und teilweise irreversiblen Bindung des Komple- 
mentes, in engstem Zusammenhang. 

Das weitere Ziel meiner Untersuchungen mußte sein, erst 
je zwei der dreierlei Substrate des syphilitischen Systems (in 
drei Variationen) aufeinander einwirken zu lassen und die so 
erhaltenen Ergebnisse mit den an dem ursprünglichen System 
erhaltenen zu vergleichen. Zu diesem Zwecke mußte die 
Reaktion quantitativ ausgeführt werden, und zwar wurde das 
in der Weise erreicht, daß das Antigen in zehn verschiedenen 
Verdünnungen gebraucht wurde. Das erste Röhrchen enthielt 
die maximale Menge Antigen (100mal mehr als das zehnte 
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Röhrchen). In den dazwischen liegenden Röhrchen sind die 
Mengen des Antigens in geometrischer Reihe geordnet. (Auf 
diese Versuchseinrichtung werden wir im nächsten Teil näher 
eingehen) Von den Antigenlösungen wurde immer 0,05 ccm 
mit 0,05 ccm Meerschweinchenserum (1:20 verdünnt) und ein 
Tropfen des nach Wassermann positiven Serums gebraucht. 
Die zweite Phase wurde in derselben Weise gemacht wie bei 
der vorher beschriebenen Ausführung der Mikromethode: 0,1 ccm 
einer Mischung aus gleichen Teilen einer 5°/,igen Suspension 
von roten Hammelblutkörperchen und einer Amboceptorlösung 
(2*/,fache lösende Dosis in 0,5 ccm) wurde dem syph. System 
zugesetzt, das vorher 1 Stunde lang im Thermostaten gestanden 
hatte. Natürlich mußte eine große Reihe von Kontrollen auf- 
gestellt werden, in denen untersucht wurde, ob die einzelnen 
Bestandteile des syphilitischen Systems während des 1stündigen 
Verweilens im Thermostaten nicht verändert werden. (Vom Kom- 
plement wissen wir ja, daß bei 38° seine Wirkung beim län- 
geren Stehen geschwächt wird. Siehe weiter diesbezüglich in 
dieser Arbeit.) 

Zunächst konnte festgestellt werden, daß quantitativ die 
stärkste Hemmung in dem Fall stattfindet, wenn alle drei Be- 
standteile aufeinander einwirken. Die diesbezüglichen Versuche 
wurden in der folgenden Weise ausgeführt. Es wurden je zwei 
der dreierlei Substrate in den drei möglichen Variationen ver- 
mischt (I. Phase der Wassermannschen Reaktion), 1 Stunde im 
Thermostaten gehalten und nachher mit dem fehlenden dritten 
Substrat und sensibilisierten roten Blutkörperchen versetzt 
(II. Phase der Wassermannschen Reaktion). 

Die Zusammenstellung der vergleichenden Versuche ist 
demnach die folgende: 

1. Ausführung des Wassermannschen Versuchs wie gewöhn- 
lich mit Auswertung der hemmenden Dosis von Antigen. 

2. Serum plus Komplement werden 1 Stunde lang im 
Thermostaten gehalten. Nach einer Stunde wird Antigen, rote 
Blutkörperchen und hämolytischer Ambocepter zugesetzt. 

3. Antigen plus Komplement werden gemischt, 1 Stunde 
lang im Thermostat gehalten, dann wird Serum, rote Blut- 
körperchen und hämolytischer Ambocepter zugesetzt. 

4. Antigen plus Serum werden gemischt, 1 Stunde lang 
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im Thermostaten gehalten und danach mit den andern Sub- 


straten versetzt. 
5. 6. und 7. 


Antigen bzw. Komplement, bzw. Serum 


werden 1 Stunde lang im Thermostat gehalten und danach 
mit den anderen Substraten versetzt (siehe Tabelle X). 
























































Tabelle X. 
| | Versuch 1 
I. Phase | IL. Phase |á: lala la, 14 | A lalalala. 
z > ==; z 
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Tabelle X (Fortsetzung). 



























































S bedeutet luetisches Serum (Wassermannsche Reaktion +). K bedeutet 
Meerschweinchenserum. At bedeutet Antigen (Rinderherzextrakt). A be- 
deutet Ambocepter. B bedeutet Hammelblut. Mit + ist bedeutet, ob 
die angegebenen Substrate miteinander vermischt gestanden sind, wäh- 
rend der Zeit der l. bis II. Phase. Mit _'_ ist bezeichnet, wenn die 
betreffenden Substrate separat während der Zeit der ersten Phase im 
Thermostat gestanden sind und erst nachher gemischt wurden. 








| | Versuch 3 
I. Phase | IL. Phase | a , | 4 A ás A,[A,| Ao [A 
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Tabelle X (Fortsetzung). 














| Versuch 5 
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Nachdem wir nachgewiesen haben, daß die stärkste Hem- 
mung in der Originaleinrichtung — wo alle drei Substrate auf- 
einander einwirken — vorhanden ist, haben wir in derselben 
Weise zunächst die Bindung des Komplementes durch Antigen 
untersucht, bevor wir die anderen vorher erwähnten Systeme 
einer weiteren Untersuchung unterworfen haben. Bei diesen 
Versuchen fanden wir, daß: = 

1. Die Hemmung am stärksten ist, wenn Antigen und 
Komplement eine Stunde lang zusammen in Thermostaten ge- 
halten werden. 

2. Wenn Antigen allein eine Stunde lang in Thermostaten 
gehalten wird, hemmt es weniger, als wenn es mit Komplement 
gemischt wird. 

3. Die Wirkung des Komplementes nach einer Stunde im 
Thermostaten ist etwas verringert (diese Veränderung ist minimal). 
Diese Befunde stehen in bestem Einklange mit den Beobach- 
tungen von Dean (zit. nach Müller „Die Entwicklung der 
Serodiagnostik der Syphilis“, im Handbuch der Geschlechts- 
krankheiten — Finger, III. Band, Seite 2410), der nachgewiesen 
hat, daß fertige Präcipitate weniger Komplement binden als das- 
jenige, welches bei der Bildung des Präcipitates gebunden wird. 

Da das Antigen eine Emulsion bildet, werden beim Stehen 


346 L. Berczeller: 


die Teilchen darin vergrößert, besonders schnell geschieht dies, 
wenn durch Fällungsmittel die Fällung beschleunigt wird. Die 
positiven Seraflocken, die Antigenlösungen, was bei geeigneteren 
Versuchsbedingungen auch sichtbar gemacht werden kann, daß 
dabei nicht weniger Komplement gebunden wird, sondern manch- 
mal auch mehr. Damit kann erklärt werden, daß das Kom- 
plement als Schutzkolloid wirkt und dadurch in dessen Gegen- 
wart die Fällung nicht das Optimum erreichen kann. 

Mit diesen Versuchen ist also bewiesen, daß die Bindung 
des Komplementes eine mit der Zeit- ablaufende Reaktion 
ist und daß das Antigen selbst durch Aufbewahren im Ther- 
mostaten an seiner Reaktionsfähigkeit gegenüber Komplement 
einbüßt. 

Nun haben wir untersucht,-ob es einen Einfluß auf die 
Reaktion ausüben kann, wenn das Serum mit dem Komplement 
allein reagiert. Es ist nachgewiesen, daß jedes Serum eine 
bestimmte Menge von Komplement bindet. Bei der quanti- 
tativen Bestimmung der gebundenen Komplementmenge werden 
wir auf diese Erscheinung noch näher eingehen. Es konnte 
nachgewiesen werden, daß, wenn das Serum zuerst mit Kom- 
plement steht, eine stärkere Hemmung verursacht, als wenn 
sie zugleich mit der II. Phase gemischt wird. Es läuft also 
eine Reaktion zwischen Serum und Komplement ab, die eine 
wichtige Rolle im Zustandekommen der Wassermannschen 
Reaktion spielt. Diese Veränderung wurde in der Weise unter- 
sucht, daß das Serum allein und Komplement allein im Ther- 
mostaten gehalten worden ist, und dann die anderen Bestand- 
teile der syphilitischen Systems zugesetzt wurden. Dabei hat 
es sich herausgestellt: 

1. Daß die Wirkung des Serums während einstündigem 
Aufenthalt im Thermostaten überhaupt nicht beeinflußt wird (in- 
aktives Serum). Bei längerem Aufbewahren der Sera im Ther- 
mostaten verändern sie ihre Wirksamkeit, worauf wir noch später 
eingehen werden, aber während dieser Reaktionszeit spielt diese 
Veränderung keine Rolle. 

2. Das Komplement wird auch in dieser Wirksamkeit 
— ebenso wie in seiner Bindung mit Antigen — etwas ge- 
schwächt: Es resultiert auch eine minimal stärkere Hemmung. 
Damit kann aber die Verstärkung der Hemmung in Gegenwart 
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von Serum nicht erklärt werden, wie das die weiteren Versuche 
gezeigt haben. 

Nachdem wir die Einwirkung von Serum auf Komplement 
und Antigen auf Komplement untersucht haben, gehen wir zu 
den Versuchen über, welche die Wirkung des Antigens und 
Serums aufeinander demonstrieren sollen (Punkte 3, 4, 5 in der 
Beschreibung der Versuchseinrichtung). 

Zunächst haben wir — ebenso wie in den vorigen Versuchen — 
das Verhalten des Antigens beim Aufbewahren im Thermostaten 
untersucht. Zu diesem Zwecke mußten zwei Versuche ver- 
glichen werden: 

1. Ohne I. Phase wird das syphilitische System zugleich 
mit dem hämolytischen gemischt. 

2. Der Wassermannschen I. Phase entsprechend bleibt das 
Antigen eine Stunde lang im Thermostaten (Punkt 3). 

Bei diesen Versuchen konnte beobachtet werden, daß die 
Wirkung des Antigens im Thermostaten etwas geschwächt wird. 
Es konnte also dieselbe Erscheinung beobachtet werden, wie 
bei der alleinigen Bindung des Komplementes durch Serum ohne 
Antigen. Dieser Versuch beweist also auch, daß zwischen 
der Komplementbindung durch Antigen allein und im syphi- 
litischen System der engste Zusammenhang besteht. 

Wenn wir nun diese Versuche mit jenen vergleichen, in 
welchen die I. Phase aus Serum + Antigen gebildet wurde, 
können wir beobachten, daß in diesem Falle auch die Wirkung 
des Antigens schwächer ist, als wenn sie vorher nicht im Ther- 
mostaten gestanden hat. Aber wenn wir jetzt diese beiden 
Versuche vergleichen,wo Antigen alleinundAntigen+ Serum 
gestanden haben, können wir kein regelmäßiges Verhalten der 
beiden beobachten. Einmal hemmt das Gemisch weniger, als 
wenn Antigen allein im Thermostaten gestanden hat, in anderen 
Fällen beobachten wir das entgegengesetzte Verhalten. Es 
muß aber betont werden, daß diese Veränderungen nicht etwa 
durch Versuchsfehler verursacht sind, sondern sie bilden cha- 
rakteristische Eigenschaften der Sera (wie das auch noch aus 
den weiteren Versuchen ersichtlich ist). 

Endlich konnten wir auch in diesem Falle beobachten, 
daß die Bindung des Komplementes durch Antigen (I. Phase 
Antigen + Komplement) zur Verstärkung der Hemmung beiträgt, 
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denn die Hemmung war immer stärker, als wenn ohne I. Phase 
oder wenn als erste Phase Antigen allein, oder Antigen + Serum 
benutzt worden ist. Diese Erscheinung wird durch die zeit- 
liche Veränderung des Komplementes durch Antigen verursacht. 
Ganz das entsprechende Resultat, das wir bei der Einwirkung 
von Antigen auf Komplement (ohne Serumzusatz) gesehen haben. 

Da die bei der Wassermannschen Reaktion benutzten Sub- 
strate alle kolloid gelöst sind und bei diesen die Vorgeschichte 
und Vorbehandlung der Lösungen eine wichtige Rolle spielt, 
haben wir die hier erhaltenen Resultate mit folgenden Ver- 
suchen kontrolliert. 

Die benutzten Lösungen (Serum, Komplement, Antigen) 
wurden jede separat eine Stunde lang im Thermostaten bei 38° 
vorgewärmt, und dann wurden sie gemischt. Diese Unter- 
suchungen ergaben folgende Resultate: 

1. Wenn Serum, Antigen, Komplement, jedes allein, eine 
Stunde im Thermostaten aufbewahrt wird und nach dieser Zeit 
alle Substrate miteinander gemischt werden, kann man eine 
viel stärkere Hemmung der Hämolyse beobachten, als wenn 
man die Substrate ohne Stehenlassen im Thermostaten mischt. 

Wenn man aber zwei von diesen Bestandteilen im Ther- 
mostaten stehen läßt und den Versuch in derselben Weise macht, 
beobachtet man schwankende Differenzen, was darauf hinzeigt, 
daß bei allen drei Substraten eine Veränderung durch das 
Erwärmen hervorgerufen wird; diese Veränderungen sind aber 
zu klein dazu, daß eine allein oder zwei eine bei dieser Versuchs- 
einrichtung wahrnehmbare Veränderung hervorrufen könnten. 
Da wir schon vorher gesehen haben, daß das Serum allein 
nicht verändert wird, müssen wir annehmen, daß besonders 
Antigen und Komplement verändert werden. 

2. Wenn wir jetzt diese Versuche, in denen zwei Substrate, 
ohne miteinander in Berührung zu kommen, mit diesen verglei- 
chen, wo sie eine Stunde lang in gemeinsamer Lösung vorhanden 
waren, finden wir wieder einen Beweis dafür, daß durch das 
Serum mit der Zeit das Komplement gebunden wird. Bei 
Antigen und Komplement liegen die Verhältnisse auch ganz 
ähnlich. Wenn Antigen 4- Komplement zusammen aufbewahrt 
werden, dann ist die Hemmung der Hämolyse stärker, was 
ebenfalls durch eine Bindung des Komplementes erklärt werden 
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kann, wie wir ja aus der vorhergehenden Untersuchung des 
Antigens wissen, daß dies im engsten, wenn auch noch nicht 
aufgeklárten Zusammenhange mit der Wassermannschen Reak- 
tion steht. 

Bei dem Verhalten der Sera konnte keine Einheitlichkeit 
der Erscheinung beobachtet werden. Hier scheinen die Ver- 
hältnisse sehr kompliziert zu sein. So viel ist bestimmt, daß, 
wo in Gegenwart des Serums das Antigen in Komplement- 
bindung geschwächt wird, wenn es damit im Thermostaten steht, 
diese Wirkung auch bei dem erwärmten Serum sich dort äußert, 
und dort, wo Serum eben schützend wirkt, sich dort das er- 
wärmte Serum ebenso verhält. Die hier beobachteten kleinen 
Differenzen zeigen aber wirklich die Eigenschaften der Sera an 
und gind keine Versuchsfehler. 

Aus den hier beobachteten Erscheinungen folgt also, daß die 
Bindung des Komplementes im syphilitischen System im engsten 
Zusammenhange steht mit der Bindung des Komplementes 

1. durch das Serum; 

2. durch das Antigen. 

Daneben wirkt aber auf diese Reaktion sehr komplizierend 
ein, daß inzwischen 

1. das Komplement in seiner Wirksamkeit verändert wird, 
(unabhängig von der Reaktion.) 

2. Das Antigen verändert sich selbst während dieser Zeit 
in der Lösung und wird von verschiedenen luetischen Seren 
sogar in verschiedener Richtung verändert. Einerseits verlieren 
die luetischen Seren ihre komplementbindende Fähigkeit, an- 
dererseits verhindern sie die Abnahme der Komplementbindung. 
Wenn auch diese Differenzen klein sind, so müssen sie in den 
weiteren Versuchen eliminiert werden, 

Das auffallendste Resultat dieser Untersuchungen ist, daß 
in einigen Fällen die Wirkung des Antigens durch die Ein- 
wirkung des Serums geschwächt wird. Gegen diese Versuche 
könnte als Argument gebraucht werden, daß dies dadurch ver- 
ursacht ist, daß die Bindung des Komplementes mit der Zeit 
stattfindet. Um dies auszuschließen und um unsere Resultate 
direkt mit der Versuchseinrichtung der Wassermannschen Reak- | 
tion vergleichen zu können, haben wir in den weiteren Ver- 


suchen die Reaktion in drei Phasen ausgeführt. 
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1. Wirkung des Serums auf Antigen (Kontrolle: Antigen 
allein 1 Stunde). 

2. Wirkung des Serums + Antigengemisches auf Komple- 
ment (1 Stunde). 

3. Wirkung des übriggebliebenen Komplementes auf die 
sensibilisierten roten Blutkórperchen. 

Wenn wir die Resultate dieser dreiphasigen Reaktion mit 
der gewóhnlichen zweiphasigen vergleichen, beobachten wir, daB 
die Hemmung in der zweiphasigen kleiner ist als in der drei- 
phasigen, was wieder beweist, daß nach Einwirkung des Serums 
auf Antigen die Komplementbindung eine schwächere wird, als 
wenn das Komplement wáhrend der Einwirkung des Serums 
vorhanden ist. Dabei müssen wir auch in Betracht ziehen, daß 
das Komplement allein auch während einer Stunde im -Ther- 
mostaten etwas von seiner Wirksamkeit verliert. Wenn wir 
jetzt die Antigenkontrolle betrachten, sehen wir, daß ähnliche 
und viel kleinere Veränderungen in den Lösungen des Antigens 
ablaufen, wie in Gegenwart von Serum. Die im Thermostaten 
gestandene Antigenlösung wird weniger wirksam. Die Ver- 
änderung des Antigens wird durch das Serum nicht verstärkt. 

Die weiteren Versuche sollen den Wirkungsmechanismus 
des Komplementes mit Serum und Antigen näher erforschen. 
Nach der Ehrlichschen Theorie der Wassermannschen Reaktion 
enthält das Serum den Amboceptor, nach unseren Versuchen 
verdient diesen Namen bei Wassermannscher Reaktion viel mehr 
das Komplement, da dieses durch beide Substrate (Serum und 
alkoholischer Extrakt) auch allein verändert wird. Die weiteren 
Versuche sollten beweisen, daß die Wassermannsche Reak- 
tion durch diese zwei Faktoren verursacht wird. Zu diesem 
Zwecke sind wir in der Weise vorgegangen, daß wir die Hälfte 
des zur Reaktion gebrauchten Komplementes mit dem Antigen 
eine Stunde lang allein stehen gelassen haben, und die andere 
Hälfte mit dem Serum. Bei diesen Versuchen konnten wir 
beobachten, daß in der Mehrzahl der Fälle die in der Weise 
ausgeführten Versuche größere Hemmungen ergeben haben, als 
wenn alle drei Substrate auf einmal aufeinander eingewirkt 
haben. Daß diese Erscheinung nicht in allen Fällen zutrifft, 
stimmt mit unseren Beobachtungen über die Einwirkung der 
positiven Seren auf Antigen überein. Dabei haben wir nämlich 
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beobachtet, daß die Wirkung der Sera auf Antigen in einigen 
Fällen die Hämolyse verstärkt; damit hängt auch zusammen, 
daß die Hemmung in einigen Fällen dann eine stärkere ist, 
wenn Serum und Antigen gemeinsam in der Lösung vorhan- 
den sind. (Nach Mischung der beiden Teile der I. Phase wurde 
die II. Phase ungefähr nach */, Stunde zugesetzt.) 









































Tabelle XI 
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Es soll hier auch erwähnt werden, daß unsere Befunde, 
nach welchen die Wassermannsche Reaktion sich aus zwei Reak- 
tionen zusammensetzt, in bestem Einklange steht mit den Be- 
obachtungen von Guggenheimer, der aus dem Verhalten der 
Reaktion bei verschiedenen Temperaturen diesen Schluß ge- 
zogen hat und mit den Folgerungen von Gatz und Inaba'), 
die wegen des verschiedenen Verhaltens der Antigene bei der 
Verdünnung der Lösung zu ähnlichen Folgerungen kamen. 
Auf beide Erscheinungen werden wir noch näher eingehen. 


III. Quantitative Untersuchung der Wassermannschen 
Reaktion. 
Von 
L. Berczeller und L. Heller. 
Es wurde schon öfters empfohlen, die Wassermannsche 
Reaktion mehr quantitativ auszuführen, doch wurden diese 
Untersuchungen, die nur das Ziel hatten, die Diagnostik zu 


1) Gatz und Inaba, diese Zeitschr. 28, 274. 
24* 
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verfeinern, trotz ihrer sehr interessanten Ergebnisse bis jetzt 
bloß spärlich ausgeführt. 

In meinen diesbezüglichen Untersuchungen hatte ich es 
mir zum Ziele gesteckt, die Frage zunächst von der theore- 
tischen Seite zu prüfen, namentlich zu entscheiden, wie durch 
die Variierung der einzelnen Substrate die Reaktion verändert 
wird und welche Schlüsse daraus auf den Mechanismus der 
Reaktion gezogen werden können. Die Reaktion kann nämlich 
in drei Weisen quantitativ ausgeführt werden: 

1. Antigen variabel, Serum, Komplement konstant, 

2. Serum variabel, Antigen, Komplement konstant, 

3. Komplement variabel, Serum, Antigen konstant. 


Methodik. 


Nach verschiedenen Vorversuchen, wobei wir die Reagentien 
in Form von Tropfen oder mit der Pipette abgemessen haben, 
haben wir folgende Methode gebraucht!). 

Das Serum wurde in Form von Tropfen abgemessen, von 
dem in verschiedenen Mengen gebrauchten Antigen oder Kom- 
plement wurden nach dem Vorgange von Fuld solche Verdünnun- 
gen bereitet, daß die einzelnen Glieder in eine geometrische Reihe 
geordnet wurden. Die so bereiteten Verdünnungen wurden mit der 
gleichen Menge des verdünnten anderen Substrates versetzt 
(z. B. verschiedene Antigenverdünnungen + 1:20 Komplement 
zu gleichen Teilen; oder verschiedene Komplementverdünnungen 
+ Antigenverdünnung in der für Mikro-Wassermann ausge- 
werteten Mischung). Von diesen Mischungen mit den variablen 
Antigen- resp. Komplementmengen wurde 0,1 ccm zu einem 
Tropfen Serum gegeben. Meistens wurden 10 Röhrchen für ein 
Serum aufgestellt. Bei Antigenverdünnungen wurden 9 Röhr- 
chen mit einer Antigen +- Komplementmischung und 1 Röhrchen 
als Serumkontrolle aufgestellt, bei Komplementverdünnungen je 
10 Röhrchen mit und ohne Antigen aufgestellt. Nach einstündigem 
Verbleiben im Thermostaten wurde jedes Röhrchen mit 0,1 ccm 
derselben Mischung versetzt, die wir bei der qualitativen Mikro- 
methode gebraucht haben, bestehend aus gleichen Teilen 5°/,iger 


1) Bei der Untersuchung mit variablen Serummengen wurde eine 
abweichende Methodik benutzt, die Seite 46 eingehend beschrieben 
werden soll. 


Untersuchungen über die Wassermannsche Reaktion. 353 


roter Blutkórperchenemulsion und der 2*/,fachen minimal- 
lösenden Amboceptormenge in 0,5 ccm. Nach ungefähr */, Stun- 
den ist das Gleichgewicht in der Hämolyse eingetreten, man 
kann die Resultate nach Senkung der roten Blutkörperchen in 
der kleinen Spitze der Eprouvette ablesen. 

Ablesung der Resultate. Zur Ablesung der Resultate 
der quantitativen Untersuchungen braucht man etwas Übung; 
diese und sorgfältiges Arbeiten vorausgesetzt, lassen sich sogar 
feinere Nuancen in dem Grad der Hämolyse konstant nach- 
weisen. Zur Charakterisierung der Hemmung in einem Röhr- 
chen habe ich folgende Bezeichnungen benutzt: 

++ vollständige Hemmung der Hämolyse, 
+ starke Hemmung der Hämolyse, 
— vollständige Hämolyse. 

Übergangsformen zwischen diesen Werten wurden in der 
Weise notiert, daß die betreffenden Bezeichnungen in Klammern 
gesetzt worden sind. Also bedeutet (++) minimale Hämolyse. 
Der Unterschied gegen + besteht in der Färbung der Flüssig- 
keit: bei (++) ist die Flüssigkeit nur minimal rosa gefärbt, 
bei + ist sie rot. 

(+) Ausgesprochene Hemmung, 
(—) Spur Hemmung. 

Bei (—) sieht man in der Spitze der Eprouvette etwas rote 
Blutkörperchen. Bei (+) sieht man sehr deutlich eine kleine 
Kuppe, überstehender Flüssigkeit stark rot. Am schwierigsten 
ist die rein quantitative Differenz zwischen (+) und + zu be- 
urteilen; weit leichter, wenn die beiden nebeneinander stehen, 
so daß verschiedene Beobachter zu ganz gleichlautenden Resul- 
taten kommen!). Es soll hier zum Beispiel angeführt werden, 


1) Um die so erhaltenen Werte besser und leichter vergleichen zu 
können, habe ich die erhaltenen Resultate mit Zahlen bezeichnet, 
und zwar 


für ++ = vollkommene Hemmung. ... 5 

n (+4+)= unvollkommene Hemmung. . . 4 

r + = starke Hemmung. ...... 3 

» (+) = schwache Hemmung ..... 2 

» (—) = minimale Hemmung . .. . . 1 
gesetzt. Die erhaltenen Zahlen wurden addiert. So wurde zum Beispiel 
an einem Serum die Hemmung — bei Verdünnung des Serums in 


10 Röhrchen folgendermaßen gefunden: 
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wie sich je ein Serum, das mit der gewóhnlichen Methode als 
-+-+ positiv resp. — negativ erwiesen hat, bei der oben be- 
schriebenen Art der Untersuchung verhielt. 


Tabelle XII. 


j | Bei absteigonden Mengen von Antigen | Serumkontrolle 


+++ E ++ ++ DER 
T. 

















) 1 (—) 
++ (=| - == [> ]= - 


Ant.-Kont 

Wie aus dem Versuche ersichtlich ist, nahmen wir eine 
solche Konzentration des Antigens, die allein schon eine hem- 
mende Wirkung auszuüben vermochte. Selbstverständlich gelingt 
dies mit verschiedenen Komplementen (ohne Auswertung des 
Komplementes) nicht immer, so daß nur das erste Röhrchen 
gehemmt ist. 

In dem folgenden Versuche wurde wieder ein +++ 
positives und ein — negatives Serum mit konstanten Antigen- 
mengen und variablen Komplementmengen aufgestellt; für 
diesen Fall waren folgende Kontrollen notwendig: 

1. Serumkontrolle mit absteigenden Mengen Komplement, 
2. Antigenkontrolle mit absteigenden Mengen Komplement, 
3. Komplementkontrolle. 


Tabelle XIII. 


a Absteigende Mengen von TNT | 




















= eF TR T TE. T 
+++ (HIRE) + + + + GH (++) (++)| Hauptversuch 
=| as l-l- == +/+ Serumkontrolle 
= TEN pen PER PA 0 Ds (H | +/+ Hauptversuch 
-|-| - — (+) +| + Serumkontrolle 
Antigenkontrolle|— — — (=) H (+. (+) (+) (++) (++) Antigenkontrolle 


Kompl.-Kontr. |— — | = (=) (H (+i (+) | (+) G| Kompl.-Kontrolle 


++, (++), (++), +, (+, E, ie e A A) 
dafiir wurde geschrieben: 
5+4+4+3+2+1=19. 

Da im allgemeinen die Änderung in der Hemmungsstärke bei 
verschiedenen Verdünnungen an verschiedenen Seren parallel geht, er- 
geben diese Zahlen gut vergleichbare und leicht übersichtliche Resultate, 
wenn sie auch ein ganz willkürliches Maß darstellen. Es muß aber hier 
gleich bemerkt werden, daß von zwei Seren dasjenige, welches in einer 
größeren Konzentration stärker hemmt, nicht notwendigerweise bei einer 
stärkeren Verdünnung auch eine stärkere Hemmung aufweist, sondern 
es kann zuweilen das Entgegengesetzte der Fall sein. 
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Aus diesen zwei Versuchen ist schon ersichtlich, daß die 
quantitativ ausgeführten Versuche viel feinere und genauere 
Resultate geben als bei den gewöhnlichen Ausführungen der 
` Wassermannschen Reaktion zu erhalten sind. Zugleich ist aber 
auch ersichtlich, daß zuerst noch verschiedene Fragen zu lösen 
sind, bevor sie diagnostisch ausgewertet werden können, da 
zum Beispiel in dem vorher beschriebenen Versuche ein nega- 
tives Serum eine schwächere Hemmung zeigt als das Antigen 
selbst, und sogar als das Komplement allein. Dies weist schon 
darauf hin, daß die Substanzen, die noch in dem Serum neben 
den Reaktionskörpern vorhanden sind, die Reaktion sehr stark 
beeinflussen können. 

Nachdem ich diese Beispiele vorausgeschickt habe, soll der 
Ablauf der Reaktion an einer großen Zahl der Sera in den 
drei verschiedenen Variationen der quantitativen Methode unter- 
sucht werden. 


A. Quantitative Bestimmung der Reaktionsstärke mit 
absteigenden Antigenmengen. 


Der erste und wichtigste Punkt bei diesen Untersuchungen 
ist, soweit nur möglich Konstanten aufzufinden, die relativ 
wenig variabel und andererseits leicht reproduzierbar sind. 
Wenn dies zum Beispiel beim Komplement nicht möglich ist, 
müßten mangels der Konstanten Auswertungen gemacht werden. 

Es war also beim Antigen zunächst zu prüfen, ob in der 
gleichen Weise hergestellte Antigene sich gleich verhalten und 
ob man sie ohne Veränderung aufbewahren kann. Dies war 
um so wichtiger, da beobachtet wurde, daß die Extrakte, die 
aus normalen Herzen bereitet werden, mit der Zeit an Wirk- 
samkeit einbüßen. Wir haben unsere Extrakte aus normalen 
Herzen in der folgenden Weise bereitet: 50 bis 100 g Herz- 
fleisch wurden von Pericard, Endocard und Fett befreit, die 
rein muskulösen Teile mit der Schere zerschnitten und mit 
so viel ausgeglühtem Sand verrieben, daß die Mischung nicht 
an der Wand der Reibschale klebt, dann in einen großen 
Kolben gebracht, mit der zehnfachen Menge 96°/,igen Alkohols 
überschüttet (der jedoch nicht in hoher Schicht über dem zu 
extrahierenden Substrat stehen soll). Nun wurde die Mischung 
gut durchgeschüttelt und teils im Thermostaten bei 38%, teils 
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bei 60° drei Stunden lang gehalten. Inzwischen in Inter- 
vallen von 10 bis 15 Minuten gut durchgeschüttelt, nach dem Ab- 
kühlen 24 Stunden lang im Eiskasten stehen gelassen; nach 
dem Filtrieren wird das Antigen in braunen Flaschen im Eis- 
schranke aufbewahrt. 

Zunächst ging ich daran, aus verschiedenen Rinderherzen 
zu gleicher Zeit bereitete Antigene bald nach ihrer Bereitung 
zu prüfen (siehe Tabelle XIV). Das wurde in der Weise aus- 
geführt, daß ich ein positives und ein negatives Serum mit 
verschieden verdünnten Antigenen geprüft und die selbsthem- 
mende Wirkung des Antigens bestimmt habe. Dabei hat es 
sich herausgestellt, daß zwischen der Wirkung der fünf aus 
verschiedenen Herzen bereiteten Antigene ausgesprochene Diffe- 
renzen vorhanden waren, insbesondere zeigten die Antigene mit 
positivem Serum eine verschiedene Hemmung. Diese Differenzen 


Tabelle XIV. 


Antigenverdünnungen 1 bis 9: t/a *a Yo tleo Mao» "ıoo» */2007 "/soo» */1000- 





Antigen am Tage nach der Bereitung | Ant. 3 Wochen n. d. | Bereitung 













































































| | Ls | | = 
ı asas/el7|8lg aë | a lelsjals| 6 |z| a lol 85 
uann Jal e jes A” | | | | Ei 
T E | = T,_ 77 == z | a w = 
+t [ED + H o o EEE 
i — +1 1-1 1-1 [| => [+ HH 1 
Ant.-Kontr. | —= | — -|-| - HH Fee 
|| + [A HHH] — | + He 
| -- (+ +- — -|-|- EI u — H — le 
| Ant.-Kontr. | — |——|—- Zee | + +12 ES 
| ++ (+) HH + AO] - [+ HANA See 
a ee [AHI 
Ant.-Kontr. - ¡ll = -=_e 
+++ + HHHH] — j |- | — + eS 
-| — = Ho 1-1 1-1 | - |+ ----|- -| — 
Ant.-Kontr. | — 1 |-|-|-]-| -t+ io] AS 
L + I HHHOO, =l] e 
| Se (+ + Eee lH +H É 
| antonio] EA 121215121 = fe EE 








Versuchsanordnung. 
Serum: 1 Tropfen, Antigenverdünnung: 0,1 com, Kompl. 1:8: 1 Tropfen, 
Amboc. 2!/,fach 1. D.: 1 Tropfen, Blut 5°/,; 1 Tropfen; I, II, II, IV und V 
verschiedene Rinderherzantigene. 


1) In Tabelle I bedeutet + =: vollkommene Hemmung, 
(+) = starke Hemmung, 
(—) = Spur Hemmung. 
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kommen bei einer qualitativen Ausführung der Reaktion nicht 
in Betracht, um so mehr aber bei dem quantitativen Vergleich 
verschiedener Antigene, was zur Folge hat, daß man nicht 
in der Lage ist, einen in der oben beschriebenen Weise be- 
reiteten Extrakt als Standard zu benutzen). 

Sodann wurden dieselben Extrakte 3 Wochen später 
untersucht?) und gefunden, daß bei allen Antigenen die Hem- 
mung zwar etwas stärker ist, woraus aber nicht der Schluß 
gezogen werden soll, daß die Antigene sich verstärkt haben. 
Wenn wir nämlich in Betracht ziehen, daß im Versuche 2 das 
Antigen allein eine hemmende Wirkung ausübt und wir nun 
diese Hemmung von der im Hauptversuch abziehen, so finden 
wir, daß die restierende Hemmung in 4 von 5 Versuchen 
(Antigen 3 macht die Ausnahme) nicht größer ist, als sie vor 
3 Wochen war. Die Schwächung des Antigens Nr. 3 ist auch 
eine so minimale, daß sie nicht in Betracht kommt. Aus diesem 
Versuche können wir also den Schluß ziehen, daß die Auf- 
bewahrung des Antigens (in braunen Flaschen im Eiskasten) 
für quantitative Zwecke eine genügende ist, andererseits ist 
für qualitative Zwecke ein gründlich eingestelltes, wenn auch 
längere Zeit aufbewahrtes Antigen weit geeigneter als ein frisch 
bereiteter, nicht eingestellter Extrakt’). 

In den weiteren Versuchen haben wir das Hauptgewicht 
darauf gelegt, aktive und inaktive Sera zu vergleichen. Aus den 
Untersuchungen von Hecht ist es allgemein bekannt, daß es unter 


1) Wenn man zu verschiedenen Zeiten bereitete Extrakte benutzt, 
beobachtet man noch viel größere Differenzen; wobei es vielleicht auf 
die Jahreszeit der Bereitung auch ankommt. Unsere diesbezüglichen 
Untersuchungen sind noch nicht abgeschlossen. 

2) Selbstverständlich kamen jetzt andere Sera und andere Komple- 
mente zur Verwendung. Da die Ergebnisse beinahe dieselben waren wie 
in dem vorher erwähnten Versuch, so kann man beide Wassermann- 
Reaktionen miteinander vergleichen; außerdem ist die Wirkung der ein- 
zelnen Antigene innerhalb des Versuchs ganz exakt vergleichbar. 

3) Dies betone ich darum, da besonders von Boas empfohlen wurde, 
das Antigen aus Menschenherz immer frisch zu bereiten. Ich will auch 
bemerken, daß ich die Frage nicht als abgeschlossen betrachtet haben 
möchte. Vorderhand wollte ich mich damit begnügen, konstante Be- 
dingungen als Grundlage für die weiteren Versuche gefunden zu haben, 
um so mehr als eine hier mitzuteilende Versuchsserie mit einem Antigen 
binnen 3 Wochen in der Regel abgeschlossen war. 
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bestimmten Bedingungen jedes Serum mit Antigen zu hemmen 
vermag, und daß es nur von den Versuchsbedingungen abhängt, 
ob ein Serum „positive“ oder „negative“ Reaktion gibt. Es 
muß allerdings betont werden, daß, wenn die Versuche, wie 
oben beschrieben, in quantitativer Abstufung ausgeführt wurden, 
die im alten Sinne positiven Sera eine viel größere Hemmungs- 
zone hatten, als die im alten Sinne negativen. Hierdurch 
konnte es dazu kommen, daß die Wassermannsche Reaktion 
zur Zeit, als sie entdeckt wurde, als eine qualitative imponierte. 

a) Untersuchungen an aktiven und inaktiven ne- 
gativen Seren. 

Vergleichen wir die nach Wassermann negativen aktiven 
und inaktiven Seren bezüglich der Hemmungsgrenze, so 
können wir beobachten, daß die inaktiven Seren immer 
weniger hemmen als die aktiven, und nur einzelne sehr spär- 
liche Fälle weichen insofern ab, daß keine Differenz zwischen 
der Hemmungsgrenze der aktiven und inaktiven Seren besteht. 

In diesen Fällen müssen wir mit zwei Variablen rechnen: 

1. Durch einen größeren Komplementgehalt (siehe positive 
aktive Fälle) wird die größere Hemmung des aktiven Serums 
aufgehoben. Die Hemmung des betreffenden aktiven Serums 
ist kleiner als die anderer aktiver Sera. 

2. Das betreffende inaktive Serum zeigt eine größere Hem- 
mung als der Durchschnitt der inaktiven Sera (auf diese Fälle 
werden wir in einem separaten Abschnitte zurückkommen, da 
damit in vielen Fällen noch bestehende oder entstehende Lues 
nachgewiesen werden kann). 

b) Untersuchungen an aktiv und inaktiv positiv 
reagierenden Seren. , i 

Bei den positiv reagierenden Seris ist es — bei dieser 
Versuchseinrichtung — fast allgemeingültige Regel, daß die in- 
aktiven Sera stärker hemmen. 

Mit den in Tabelle XV zusammengestellten Versuchen ist 
also bewiesen, daß die starke Hemmung der aktiven Sera im 
Vergleich zu den inaktiven auch bei den nichtluetischen Seris 
nachweisbar ist. Daraus wollen wir aber überhaupt nicht den 
Schluß ziehen, daß die aktiven Sera deswegen für die Sero- 
diagnose der Syphilis unbrauchbar sind. Denn die inaktiven 
Sera zeigen ja auch eine Hemmung, und bei der Wassermann- 
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schen Reaktion handelt es sich nur um quantitative Differenzen, 
wie wir das schon früher betont haben. Beim Gebrauch oder 
Nichtgebrauch von aktiven oder inaktiven Seren muß der em- 
pirische Nachweis entscheiden 

a) ob dies oder jenes bei Syphilis eine größere Reaktions- 
breite hat, und 

f) ob nicht beim aktiven Serum die Reaktionsbreite stärker 
durch andere Krankheiten oder physiologische Zustände be- 
einflußt wird. 

Diese Frage kann nur durch physiologisch-chemische Unter- 
suchung der Sera und Statistik der quantitativen Hemmungs- 
zonen entschieden werden. Wenn wir jetzt die positiven ak- 
tiven und inaktiven Sera vergleichen, beobachten wir, daß bei 
unserer Versuchsanordnung die aktiven positiven Sera im all- 
gemeinen eine geringere Hemmung zeigen als die inaktiven. 
Das wird dadurch verursacht, daß die aktiven Sera im Ver- 
hältnis des zugesetzten Komplementes allein bereits viel Kom- 
plement enthalten. Dadurch wird die Reaktionsbreite der ak- 
tiven Sera in sehr großem Maße verringert. Diese Verringe. 
rung der Reaktionsbreite ist bei den verschiedenen Seren sehr 
verschieden. 

Bei einzelnen schwach positiven Fällen ist sogar bei den 
aktiven Seren überhaupt keine Hemmung zu beobachten. (Diese 
Beobachtungen entsprechen vollständig den mit den üblichen 
aktiven und inaktiven Methoden gemachten Beobachtungen. Es 
wurde in manchen Fällen bei der inaktiven Methode eine 
schwache Hemmung beobachtet, wo die aktive Methode ein 
negatives Resultat gab. Bei diesen Fällen konnte mit der 
quantitativen Methode mit den inaktiven Seren immer eine 
stärkere Hemmung nachgewiesen werden.) Aus diesen Ver- 
suchen dürfen wir aber nicht die Folgerung ziehen, daß die 
aktiven Sera weniger brauchbar sind als die inaktiven, bloß 
weil bei diesen die Reaktionsbreite kleiner ist. Es gibt näm- 
lich Fälle, wo dies nicht zutrifft. Es gibt Sera, die aktiv- 
positiv reagieren und inaktiv negativ?). 


1) Boas, der die aktiven Methoden vollkommen verwirft, bemerkt 
auch, daß die aktiven Methoden besonders im Anfangsstadium der Lues 
viel früher eine positive Reaktion geben als die inaktiven, andererseits 
bleibt mit aktiven Seren die positive Reaktion viel länger nach einer 
Kur bestehen wie mit inaktiven. 
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1) In den Versuchen 1, 2, 3, 7, 8, 9 sind die Antigenlósungen 
folgendermaßen aus den Stammlösungen verdünnt: 

A re 1,00 auf 0 NaCl, 

Die ie A 056» 1 >» 
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++ +(+) -— _ _ =|—_|=|=] + = ee oe auf 
= = nr — a = [== | ==] = + 1 ccm NaCl. 
+|-|-|-|-|-|-|-[I-|-1- 1# 
+ — = — = 2 = |-|-|-| — — Versuchsanordnung wie in 
++ (~) = = i = [|=] =|=- — = Versuch 8a mit dem Unter- 
Ha ES 3, == es NE et schiede, daß Menschenherz- 
HH ( ) a I > ES =$ + antigen benutzt wurde. 
Oi=l=|-=|-=|=|-[-|-[-[- 2 
+loOl|-=|-|=]|-=]|= |-|=|- 
—*) er ++] + | = = sese E a) Frese. 
= 3 Zu HH T | => y = = = >= D ev ca O 1,00, IV, 
as) | E | V wie in Versuch I. 
-—ı. —*) | ++i (H| - — | — |-|-|-] — | + | IL Stammlösung Rinderherz- 
—» —b) ++ | + A ps us E PA N == | = Ant e gerne i 
unverdünn 
—*) =) ++| (+| - = ll ze al A E 1 2 3 4 , Tropfen in 
—") | u +4! -|- | - |-|-|-] — = Röhróhan 
— |-| +| -| - |-|- |-|-|-ļ| - | — 5789 10 
NIEREN = = ee (+++ EEN” 
|-| +] -= |- |- i- |---| -| aufgefüllt auf 5 Tropfen. 


RO MS Er 
10. Serumkontrolle ohne Antigen. 
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Tabelle XV 
| Antigen- 
Versuehe” a NN ARONA AA 
nummer | Nummer 
“| aktive Sera 
| | 
so | -9 1-9 | +9 | ++ | - | fri 
5992 =- t= | £ E | 
5993 ES + ++ Pr | 
5991 = į — + ++ _ 
5998 A MR A a | 
5999 - | — + = | = 
6000 = | - + |+|- | 
6001 il | i$ o ! | 
5990 = | - t |+] - 
5992 = _ + ' + | - 
5993 > = $ e 
5b 5991 = + + | +| - 
5998 = + + - | - 
5999 — = | Ł ++ = 
6000 = | = + ++ Š 
6001 = oS + ++ = | 
5922 | + |+, H]|+ | +| | |I-|- .— 
5833 | ++ |++1|+10)1- = 0 ll cn 
5965 | ++ | + HI + 01 + + | - |- |- ¡- 
6 5960 = = = 1 - — — = leo = 
5972 = - | - | - _ - |= |- | - | - 
5852 = = - |-|- :-— 
Pas ASE ee 
aa |+ ol- - | = | - |-!-|- 
7142 | ++ 49) | - =|- = |- -= 
7 7139 | ++ +) ©) | - - | = = |== |> 
7133 | ++ ++ + +; - | - — i=|= i 
O E a e - I= | ¡7 
Ant.-K. | ++ |4H | — Zei] seo E = been 
120 | ++ | + | ala pa - > 
7176 | ++ | ++ 06 |. - l- | - |-|-|- 
7194 | ++ | + | ++ 14H) H'l- |-|-|- 
784 |+ +|-|-1-)|- |, - |-|-|- 
8 7319 | ++ ¡| + [O | - - - = j= |- : - 
7279 | ++ ++ + A IH | — = |-|- l- 
7286 | ++ | ++ | + (++) E = |=|-=1-= 
7313 | ++ | ++ | + (E ++) HO |-|-]|- 
Ant-K. | ++ + — | = = |- = |- 
7223 | ++ ++ ++ | ++ ++ (GH AA+ + — 
7220 | ++ ++ | ++ Œ+) + - = I- | - | - 
a HEHE > eat 
5 T28 I EF o Be = - > = [=|-|- 
7306 | ++ 6+ Co) | — - - = |-|- |- 
21 ++) + E |) — - A MS 
Ba |[H+irr[|=1=]|-=]= | - |-]/=!- 
ånt.-K. | + 41D! l=|- |-|]-l- — 
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(Fortsetzung). 





Verdünnungen Resultat 
|a |s |4|[5|6. |7.|8.|9.|10. 


inaktive Sera 





Bemerkungen 
























































as = = 1 | | = a a) In allen ER Röhrchen 
3 = > a = des Versuches 5. 
b) In allen zweiten und drit- 
>= = € = >= pes ten Röhrchen des Vers. 5. 
Es ¿A + e == = Versuchsanordnung in Ver- 
en a + ES 2 7 such 5: 2 verschiedene 
E ES N ee 
E; -|+ =, = 8 di 0, 6,5 
== + E > si i 112 84, 5 
T Tropfen Antigen aufgefüllt 
= + = = = auf 5 Tropfen. 
| = = 1, III, IV, V wie in Versuch 1. 
Ss + A ES E i mn 
-|= $ (=) = | e Fr 
S m + == eR | Pres a 
sE + 5 ES | a a 
SN UA sE = == == En 
= = + = = u Ly 
+| ltl] + | + | + H) Hl] Vepruehsanordnung 1, TIL IV, 
HA ++ + | + (+) |Œ) {| — |— |t++ + | IL Rinderherzantigen in den 
PEPEE EAS ED E A ERER TU e 
> zZ = aji = = O SU Ml! A e Tropfen von der Verd. 1:4 
= = = = = E A e a ol == in den Röhrchen 
FE = = = = = = |= | — ea 6 7 8, 9 10 
a 1, 2, 3, 4, 0 
= MEA IR N Al > Tropfen 1:20. 
ga Ben = En e = half — T5 Rinderhe: igen. 
ei ' R; = ar > == ls MEA de. + Vernuchsanordnung "wie y 
L rs. , , 
++ (++) +*|=|=|=|-= |—-|=|-] - | ++ i, IV, Y mit Pipetten ab- 
++ (++) ES == = = elle == ++ gemessen. (Siehe Text 
++ Bu He» + |+|- |-|)-|-[|- | + | 9% 
++ 441 - | - | - | - | - |-|-1|- 
| + = So => = = == |] == = Wie in Vers. 7. u; 
++) - | - | - | - I - |-|-)-| - | - 
Hi HH H lA ARA O) — HH +++ 
HiHl=[|-=|-=|-|-|-[-|[-|-|- 
Hl=|=|=|-|-|-=Il-|-[-|-|- 
HlH HH +) O) l HH 
HEEE ERILE E |] PERE HER 
++ | |H jH AAA Go | | | HHHH 
++|++| - | -|- | - | - |-|-|- 
++ | ++ ++ ++ | ++ H) | | — ++] Wie in Vers. 7. 
Alo el A] + SRH 
Hi [A EA AAA + + | HHHH 
| = = 
#/+lol-1-1-|-|-1-|- 
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In unseren quantitativen Versuchen konnten wir auch 
einige Fälle finden, wo aktive Sera stärker hemmten als in- 
aktive. Diese waren teilweise solche, die inaktiv eine schwächere 
Reaktion gaben als nach der aktiven Methode, oder solche, die 
inaktiv glatt negativ reagierten. Bei einigen der bei der Original- 
methode negativ reagierenden Fälle haben wir bei der quan- 
titativen Auswertung doch eine etwas erhöhte Hemmungs- 
grenze beobachtet. 

Wenn wir die Versuche von verschiedenen Tagen mit ver- 
schiedenen Komplementen vergleichen, können wir ganz regel- 
mäßige Unterschiede finden, was auf die verschiedene Wirk- 
samkeit des Komplementes zurückzuführen ist, aber diese 
Differenzen sind im Vergleiche mit den Differenzen zwischen 
positiven und negativen Seris klein. Wenn wir die Resultate 
vergleichen wollen, müssen wir als Kontrollen positive und 
negative, schon quantitativ untersuchte Sera aufstellen. Es ist 
besser, als Kontrolle schwach hemmende Sera zu benützen. 

Als Resultat aus diesen Versuchen ergibt sich, daß sowohl 
die Untersuchung mit aktiven als mit inaktiven Seren gewisse 
Vorteile hat. Bei aktiven Seren stört der Komplementgehalt 
die Reaktion, was bei den inaktivierten Seren ausgeschlossen 
ist. Aber bei verschiedenen Seren ist die Wirkung der Hitze- 
inaktivierung auf die Wassermannsche Reaktion gebenden Sub- 
stanzen eine verschiedene. In vielen Fällen werden diese beim 
Inaktivieren sehr stark geschwächt, sogar wenn es sich um 
luetische Fälle handelt. 

Die in der Tabelle XV beobachteten positiven Fälle sind 
alle bei Luetikern beobachtet worden. 

Es geht also aus diesen Versuchen hervor, daß nicht 
die Versuche mit aktiven Seren zu verwerfen sind, aber auch 
daß man eine andere Inaktivierungsmethode des eigenen Kom- 
plementes des Serums zu der Wassermannschen Reaktion 
braucht, welche die Reaktionskörper auf Lues nicht beeinflußt. 


B. Quantitative Bestimmung der Reaktionsstärke mit 
absteigenden Komplementmengen. 

Durch die Versuche mit den in verschiedenem Grade ver- 

dünnten Antigenlösungen konnte nur das Verhalten des ak- 

tiven und inaktiven Serums von Menschen untersucht werden, 
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dabei mußten Unterschiede zwischen der Wirkung von Meer- 
schweinchen- und Menschenserum vernachlässigt werden. Die wei- 
teren Untersuchungen sollen auch in der Richtung Aufklärung 
bringen. Zu diesem Zwecke haben wir die Versuche mit konstan- 
ten Antigenmengen ausgeführt. Es wurde einerseits mit konstan- 
ten Serummengen und wechselnden Komplementmengen und 
andererseits mit konstanten Komplementmengen und wechseln- 
den Serummengen gearbeitet. Die benutzte Antigenmenge war 
in diesen Versuchen so gewählt, daß sie keine Hemmung mit 
einer großen Anzahl nichtluetischer Seren geben sollte. 

Diese Versuche waren schon deswegen schwieriger, weil 
immer bestimmt werden mußte, wieviel Komplement von dem 
Serum gebunden wird. Die im Serum allein gebundene Kom- 
plementmenge wird in einem anderen Teil behandelt, hier soll 
nur soviel bemerkt werden, daß diese Menge verschieden ist, 
so daß diese Kontrolle immer aufgestellt werden muß. Aus 
diesen Versuchen ist ersichtlich, daß die Differenzen bei Va- 
riierung der Komplementmenge nicht so ausgesprochen sind 
wie in der früheren Versuchseinrichtung. Besonders auffallend 
ist, daß bei vielen negativen Seren durch Zusatz von Serum 
die Hemmung des Antigens nicht nur nicht vermehrt wird, 
wo die Sera allein der Komplementwirkung entgegenwirken, 
sondern daß die Wirkung des Antigens sogar vermindert 
wird. Daraus müssen wir zu dem Schlusse kommen, daß der 
eigene Amboceptorgehalt des Serums doch eine sehr starke 
Wirkung bei der Ausführung der Wassermannschen Reaktion 
ausübt. Diese Wirkung ist bei den verschiedenen Seren sehr 
verschieden. Die negativen Sera verhalten sich sogar sehr 
verschieden in dieser Richtung. Von den 10 untersuchten 
negativen Seren ergaben 6 eine stärkere Wirkung als Antigen 
selbst, 4 gaben eine schwächere. (Dasselbe Verhalten konnten 
wir an einer größeren Versuchsreihe auch beobachten.) 

Der Unterschied zwischen negativen und positiven Seren 
in der Hemmung ist nicht so groß, als wenn man die Grenze 
durch Abstufung des Antigens nachweist, was damit erklärt 
werden kann, daß die Menge des gebundenen Komplementes 
von der Konzentration abhängt und in verdünnten Komplement- 
lösungen relativ weniger gebunden wird als in konzentrierteren. 


Diese Erklärung steht auch damit im Einklange, was wir bei 
Biochemische Zeitschrift Band 83. 25 
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der Beobachtung des Gleichgewichtes gefunden haben, daß 
nämlich: das Komplement wenigstens teilweise reversibel ge- 
bunden ist, wozu also auf Grund der obigen Versuche hinzu- 
gefügt werden kann, daß nur das Komplement eine reversible 
Veränderung eingeht, das Antigen und Serum nicht. 

Es geht aber auch noch hervor (was auch praktisch wichtig 
ist), daß der hämolytische Amboceptorgehalt eine ähnliche Rolle 
bei den quantitativen Untersuchungen spielt wie der Kom- 
plementgehalt der aktiven Sera: er stört in unberechenbarer 
Weise die Reaktion, da der Amboceptorgehalt des menschlichen 
Serums ziemlich variabel ist, wie das in dem nächsten Teil 
gezeigt wird. Am einfachsten wäre diese störende Wirkung 
dadurch auszuschalten, daß wir solche rote Blutkörperchen zur 
Wassermannschen Reaktion wählen, gegen die kein Normal- 
amboceptor im Serum vorhanden ist. Man hat ja schon die 
Reaktion mit Pferdeblut- oder auch mit Rinderblutkörperchen 
ausgeführt, welch letztere den großen Vorteil besitzen, daß 
gegen sie kein Normalamboceptor im menschlichen Serum vor- 
handen ist. Nach diesen Versuchen können wir zu solchen 
übergehen, bei denen wir das Serum in variablen Konzen- 
trationen genommen haben. Hier sind die Verhältnisse selbst- 
verständlich noch komplizierter. Denn hier variiert nicht nur 
die Menge der für Syphilis charakteristischen Substanzen, son- 
dern auch die des hämolytischen Amboceptors, des Kom- 
plements und aller dieser Substanzen, die im Serum vorhanden 
sind und von denen noch manche einen Einfluß auf die Re- 
aktion ausüben. 


C. Quantitative Bestimmung der Reaktionsstárke mit ab- 
steigenden Serummengen. 


Es geht schon aus den ersten, in Tabelle XVII zusammen- 
gestellten Versuchen hervor, daß in Versuchen mit variierenden 
Mengen von Serum die Reaktionsbreite eine sehr große ist. 
Die meisten negativen Sera hemmen in unseren Versuchsein- 
richtungen sogar bei Zusatz von 4 Tropfen des unverdünnten 
Serums nicht, hingegen wirkte hemmend noch 1 Tropfen von 
einem 1:16 verdünnten -+--+ positiven Serum. Bei dieser 
Versuchseinrichtung kann man sehr schön beobachten, daß die 
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positiven Sera auch ohne Antigen hemmen. [Auf diese Er- 
scheinung werden wir noch näher eingehen?)]. 

Sodann habe ich diese Bestimmungen an einer größeren 
Reihe (ungefähr 100 Sera) ausgeführt, und zwar in der Weise, 
daß ich aktive und inaktive Sera verglichen habe. Es wurden 
etwas größere Komplementmengen verwendet, wodurch erreicht 
war, daß die Sera allein nicht hemmend wirkten. Dabei habe 
ich beobachtet, ‘daß sowohl bei aktivem wie inaktivem Serum 
die Hemmung der Hämolyse nicht mit der Menge des vor- 
handenen Serums parallel geht, sondern daß sogar bei größeren 
Serummengen eine vollständige oder wenigstens eine stärkere 
Lösung eintreten kann. Es waren von 68 aktiv positiv reagie- 
renden Sera 14 solche, die bei starker Serumkonzentration 
eine vollständige Hämolyse im Versuche ergaben, in kleinerer 
Konzentration hemmend wirkten; ferner 11 solche, die in 
größeren Serumkonzentrationen schwächer hemmten als in 
kleineren. Von 38 inaktiv positiven Seren haben wir 3 Fälle 
beobachtet, die in höheren Konzentrationen vollkommen lösten, 
und 3 solche, die in höheren Konzentrationen mehr lösten als 
in kleineren. Diese Erscheinung zeigt, daß die hemmende 
Wirkung der positiven Sera eine bestimmte Grenze erreicht 
und dann die Wirkung der anderen Serumbestandteile über- 
wiegt. Aller Wahrscheinlichkeit nach wird diese Erscheinung 
durch den Normalamboceptor des Serums verursacht, wofür 
auch spricht, daß die Erscheinung bei inaktiven Seren weniger 
oft vorkommt als bei aktiven, denn es ist anzunehmen, daß 
der Normalamboceptor des menschlichen Serums durch das 
Komplement des menschlichen Serums vollständiger zur Hämo- 
lyse aktiviert wird als durch Meerschweinchenserum. 

Wenn wir jetzt die Reaktionsstärke der verschiedenen 
positiven Sera vergleichen, können wir ziemlich große Differenzen 


1) In den einzelnen Versuchsreihen können wir kleine Differenzen 
in der Stärke der Reaktion beobachten, die hauptsächlich darin be- 
stehen, daß die Serumkontrollen nicht in allen Versuchen gleich hem- 
mend wirkten. Das ist durch die verschiedene Stärke des Komplementes 
verursacht, indem sicherlich der Komplementgehalt der Meerschweinchen- 
sera, die ich immer 1:6 verdünnt gebraucht habe, kein ganz konstanter 
war. Die beobachteten Differenzen sind ziemlich klein und können ver- 
nachlässigt werden. 
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Tabelle 
Ver- 
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Aktive Sera Inaktive Sera 


5d Serumkontrolle Serumkontrolle 
i 1|2]|8 4 
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Anordnung: Aktive und inaktive Sera. 
I. a) Negative: 1, 2, 3, 4 Tropfen. 

b) Positive: 1 Tropfen der Verdünnungen 1:16, 1:8, 1:4, 1:2. 

II. Auf 5 Tropfen Kochsalz aufgefüllt und 1 Tropfen Antigen 1:2. 


Inakt. 
Sera 





origin 1 2 


Versuch 2. 








5671 | 
5672 | 
5641 
5654 
5637 





| 
| 
ara 
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| 
WERD 
LGA 





b) 





Inakt. 
Sera 





Original| 1:8 | 1:6 








5620 | 


5609 | a 
5534 | EN 


5443 | 


I. 
II. 
IV. 

vV. 
VI. 


so | +++ 
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= 











++++# 
+++++ 
++++ 


Anordnung: Inaktive Sera. . 
I. 


a) Negative: 1, 2, 3, 4 Tropfen. 

b) Positive: 1 Tropfen der Verdünnungen 1:8, 1:6, 1:4, 1:2. 

Auf 5 Tropfen NaCl aufgefüllt. 

1 Tropfen Antigen 1:2. 

1 n Komplement 1:6. 

2 n Amboceptor 0,1 : 40. 

1 “ 5%/, Blutkörperchen. 
Serumkontrolle ohne Antigen. 
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XVII. 
such 1. 
Pro- i Aktive Sera Inaktive Sera 
to- | Ak- | In-| ¡> > 
koll-| tiv [aktiv|1.16/1:81:4/1:9) Seremkontrolle |, eh. 
Nr. E 1:16|1:8|1:4|1:2 
5903 [+++] + + +l+' ++] + 
5895 +++ + + + ++ 
5898 ++ + + + ++ 4) + 
5900 +++ +++| ( HH ++ (+) +) +| 
5889 | +++ ++ == -|+| HH + | 
|+ lo coa H He +A a e 
= GH — a 1-1) 
III. 1 Tropfen Komplement 1:6. 
IV. Amboceptor 0,1:30, 2 Tropfen. 
V. Blut 5%,, 1 Tropfen. 
Serumkontrolle_ohne Antigen. 
Versuch 3. 5 
a) 
S kontroll 
Inakt. Origina) ı | 2 lasla Pamore 
Sera | ı |2 |83| 4 
5679 | — -/- | - | - | +| +|+| + 
5681 | % = = + + + + + + 
ss = I -I|-,91 81 - | =-| = | + 
5686 | — = =1 IT + = - I + + 
b) j 
Inakt. |h.: | Serumkontrolle 
(0) 11 1:16 | 1:8 | 1:4 1:2 = 
Sera | "908 dE 16 | 1:8 | 1:4 | 1:2 
5678 | +++ | (H| + ++ + || -| - 
5880 | 44+ | e A I < o a + + => = + + 
5687 | +++ | ) | (+) + + FOS = r 
5518 =1|+1+14+|-1|-]|- | - 
Anordnung: Wie in Versuch 2. 
Versuch 4. 
Inakt.|... | Serumkontrolle 
alj 1: 1:8 | 1:4 | 1:2 
Sera [Origin ad | | 1:16 | 1:8 | 1:4 | 1:2 
5752 | — E AS A E A 
5753 — - | = e ly ES 2 = 
5758 _ — = | — = — — — — 
5720| — = tere E Ba e. = 
5837 | +++ | (+ + + + = = = = 
5791 | ++ | +++ +1 |) - 
5793 | ++ + | +1 +1 +1 - | - | - | - 
5789 | ++ - | - I +] #1] = = | = 
5786 + = = - (+) = = |, = = 
Anordnung: Wie in Versuch 2. 
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Tabelle XVIII’). 
5 „] Ak- | In- Aktive Sera Inaktive Sera 
2% f 
EA] tiv aktif 1|2|/3|4|5]ej7|s]|oJ10|1|2|s]+|5[6]7]8]9J10 
lolo! [=|-[=[-1=1=|-[-[=t 4 
9695| ++ HH + ++ AO - III -— => = 
++ +++ HI) [+ [+ [+ Sai rd E ee ea ia 
++ + |-|- =[=|=|-|-|-[=[=|=|-[=|=|- 
+ +|+ ooo || 11-11 
== (O -|-1-|- -|-|-|=1=1=1-1-|=[=4=4=]- 
+ (HI - [Ol + 9] - 11-11] - 
+ i++ + (0 - -|-[=I=|=[=|-|=|=/=/=]= 
[— | — E ul. — | = | æ | tt ‘l 
— =|-—|-— = a al ll E ee ze 
(+++ + + (4) | TS - See 
— | =— n æ I sa “ES = SR at jas PS =i=|=|—_|— — | = 
PEREA ES Edat Pe k io Fa Enia rd Er Spad E a 
eat e e le le e molto) |- 
NES) = ZOE OO es 0 a 
A (e o] = Jj Di [pia o [ld [e a 
=E FIA] a a a et u a La 
— | =— 1 - - — — — — — | =— | = — — — | mo | — — — 
+|+|+ + 90) = - -/-/=|- 12 1 Sieg 
= — | = | — ee ocu =x — — 
++ ttj HOE E EO 
ER I E | ES a RE La BR is 
a E E (PA E A, VB = - 121241) 
+ 3\+ 4 | re Pa I=l+ +++ + /-|=|==|- 
++ 4 4 4 490 ¡(4 ++] + Meere 
FA ER EL A -| == A N R See 
+ +++ + HHO ++ +++ +9 
+ + + HI) 1 | - | -/-/-/-|-1-|- 
++ + | -|-|-|-!-|-/-'- 
++ + OH - == ||| || 1- 
++ e Eee | Ile 
8270 | | a m S ==] ==] a ea 
BIBH = [+ + + + + (+) = | — ++ +j- [=== 
tt — lo + + + + +) - AHHAHAHO| -| 
8261] + | - I -/- HI + HI - I = (III) — =] 
87i 4+ | — [+ + + +4 + +00 | |I-- Mlali NL yH il 
8247| — | -|-|-|-|-)-|)-|- =|=|=|=|=|=|=—] 
8265+++| — |+ ++ ++- - == == | =¡- 
8266| + | =P EEC) = =|=| ==) MaN 
8001| + | Feier | > = —|-|-|-|=|=|= 
71941] + ++ + + +++ | JOAN] -- 
7948 H++ ++ |) + + + (+) — | — FI -1-1- 1-1 
7888] + |++|+ + + + o =|— |=| =] = |== 
7896- +++ +++ ++ ++ 4 (+ ++ (4 (m0 
795] + [+++ + +) - - + -1-1-1- 


1 


) In dieser 


(+) = starke Hemmung; (—) = 


Tabelle bedeutet: + 


vollkommene Hemmung; 


Spur Hemmung (wie in Tabelle I). 
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Tabelle XVIII (Fortsetzung). 

































































Prot.- Mall Origi- Aktive Sera Inaktive Sera 

Nr. nal | 7 
1[2|38|4|5]6|7|1|2|3]4|5/6|7 

| ++ |+ + + + -lj + 4 4 || 

1764| ++ | + [+ [+ |+|—|-|-|-| ++] -[-|=|=|- 

7790| + = ll ae + (H= 1er 

BEN = Fe == 1 E 

7765| + | + |- + + +[(+|- -1-1+ 9) -|1- - 

7763 + = | | | |—= =|- == =|=|¡= — 

7682 | +++|+++| + + + + + (5 + ++ l-l - 

Ls HH AHH A A RA DO — [+ + + 9 -|1-|- 

7 — — |I=j=l=|[=|=|=|=]-|-|=|-|= -| — 

7129 | = | = I N N ES 

eh | u IL = sai a 

740 1444| + (H+ +++ O | ela dl 

7721 | +++ Ml 

714] = | — [-|=[=|=|=| == [== 

7726| - | = [-|-|=|=|=| | [-|-|-|=|- 

7604 [+++ ++ |+ + + + +) [++ + + + 

1658 | ++ |+++|+ o | [e + + + + 

4 El 1 OO Si = [al E | 

7485 | Eb. (+44 |+ + + + (+) + + HG) - 

7503 | + = |- + ++ =|=|=|=|- 

7495| = | — |-|-|-|-|— =|-|-|-=|-— 

7415| ++ +++|+ + +O ++ +14 [+ 

7463| ++ | — (4) +++ + == |=|=|=| | 

7409| - | + HO ++ + + =|= |== |= 

7358 | +++ 44H [O + + + + ++ ++ + 

7456| ++ — I + ++ + + +44 +10 

3332| - - |-GO-|- == 15 

78388 |4+4+| + [+ ++ + =| = IE] = | 

2365| + [++ [++ +++ | (Ol-|-|--| | 

7308| + = | + +++ Ali, [==] 

3071. haben | Pelel= ls 

7806] - | - |- -|-|-|-|-| 

7238| = | - |-|-|-|-|- - -|-|-|-| 

7267| — =|-=|-|-=|- - - -|-|- 

Talle e p= 12 en > A 

71288] - | - I-|-|-|-|- ee =|=|=| 

7212| +++ |+++|— + ++ =|-|-|-|- 





























Prot.- = Origi- Aktive Sera Inaktive Sera 
I 
Nr. [pronor nal | 1] s]4]s[ı]a 
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MEISSEN EE 
++i +|- -lolo 
AE EEA E 
++ + +|+|+|+ 
+ [+ +| +l + 
++ (+ (+ 14100) 
al AA bas E E 
-| Fiela] - 
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Anordnung: 
O AAA 1 Tropfen aktives oder inaktives Serum 
2; e 5 re ió 1) n n n n ” 
3. SIE A 4 n n n ” n 
4. 1 l » ” ” ” ” n 
5. eg n n n n n 
6. Use E » n n n 
7 Y Pr r n ” n n 
8. as n ” n ” n 
9. CNT S $ Yia n n n ” n 
1 0. CI N Mea ” n n n n 
U. 0,1 com Komplement(1:20)- Antigenmischung (1 +5) zu gleichen 
Teilen. 
III. 0,1 ccm Amboceptor (0,1:30)-Blut(5°/,)-Mischung zu gleichen 
Teilen. 


beobachten, was nur zum kleinen Teil damit begründet sein 
kann, daß wir die Untersuchungen zu sehr verschiedenen Zeiten 
ausgeführt haben und das benutzte Komplement verschieden 
stark sein konnte. Die größte Hemmung, die wir in einem 
Falle beobachtet haben, war in der Verdünnung 1:500 des 
luetischen Serums, aber nur in einer kleinen Versuchsreihe 
haben wir die Sera bis zur Hemmungsgrenze ausgewertet. Am 
wichtigsten ist auch hier der Vergleich der aktiven und in- 
aktiven Sera sowie der Vergleich mit den Resultaten der 
übrigen Methoden (Untersuchung mit inaktiven Sera nach 
Wassermann, Methode mit aktiven Seren). 

Es wurden insgesamt 37 Fälle untersucht, die mit der 
Originalmethode und mit der aktiven Methode, die vom k. und 
k. Mil.-San.-Komitee gebraucht wird, als negativ befunden wurden. 
Von diesen 37 Fällen reagierten 29 auch nach meiner Methode 
negativ, 8 Fälle reagierten aktiv-positiv, und ein Fall war auch 
inaktiv-positiv. (Diese Fälle stammten von Luetikern im primären 
Stadium; auf ein näheres Vergleichen mit den klinischen Be- 
funden werde ich an anderer Stelle eingehen.) Diese Versuche 
beweisen bereits, daß meine Methode empfindlicher ist, und 
daß das aktive Serum stärker reaktionsfähig ist. 

In 22 Fällen konnten wir beobachten, daß die Resultate 
der qualitativen Methoden, je nachdem aktive oder inaktive 
Sera benutzt wurden, nicht stimmten, und zwar in 19 Fällen 
habe ich eine positive Reaktion bei aktiven Seren beobachtet, 
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wo die inaktiven negativ reagiert haben, und in 3 Fällen 
habe ich schwach positive Reaktion bei den inaktiven Seren 
beobachtet, wo die aktiven Sera negativ reagiert haben). 

Von den 19 aktiv positiven Fällen reagierten 15 auch 
mit der Serumauswertung nur dann positiv, wenn aktives 
Serum verwendet wurde. In 4 Fällen konnte aber auch inaktiv 
eine Hemmung nachgewiesen werden, wobei im allgemeinen die 
aktiven Seren stärker reagierten als die inaktiven. Von den 
nach der aktiven Methode negativ, nach der inaktiven Methode 
schwach positiven Seren reagierten alle drei nur mit aktivem 
Serum positiv, mit inaktivem reagierten alle drei negativ, was 
damit erklärt werden kann, daß wir in diesen Fällen dadurch. 
daß wir mehr Serum nehmen, auch mit einer größeren Ambo- 
ceptorkonzentration arbeiten, und dadurch hier eine sehr schwach 
positive Reaktion übersehen werden kann. Von den drei be- 
obachteten Fällen gaben zwei eine positiv-negative und einer 
—- positives Resultat. 

Von den 30 Fällen, die sowohl mit aktivem als auch mit 
inaktivem Serum ein positives Resultat ergaben, lieferten vier 
Fälle übereinstimmende Resultate bei der Auswertung mit 
aktivem und inaktivem Serum. In 5 Fällen ergaben die in- 
aktiven Sera eine stärkere Hemmung und in den übrigen 
21 Fällen wirkten die aktiven Sera stärker. 

Aus diesen Versuchen stellt sich also wieder die Empfind- 
lichkeit der aktiven Sera heraus. Die Ausnahmen zeigen aber. 
daß sich ein störender Einfluß des Komplementes manchmal 
sogar in kleinen Konzentrationen bemerkbar machen kann, 
um so mehr wird dies bei größeren Serumkonzentrationen der 
Fall sein. 

Aus den Versuchen mit Variierung der Serummenge ist er- 
sichtlich, daß hier die kompliziertesten Verhältnisse vorliegen. 
Wir verändern nicht nur die Menge der auf Syphilis charakte- 
ristisch reagierenden Substanzen, sondern wir verändern eine 


1) Diese Differenzen decken sich vollständig mit jenen, die wir in 
dem früheren Teil beobachtet haben, und können auch damit erklärt 
werden, daß einerseits die Methode mit dem aktiven Serum die emp- 
findlichere ist, andererseits dadurch, daß eine schwach positive Reaktion 
manchmal durch den Komplementüberschuß in eine negative über- 
geführt wird. 
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ganze Reihe von Eigenschaften des Systems, die das Resultat 
der Reaktion beeinflussen. Dies kann sogar in solchem Maße 
geschehen, daß bei einer größeren Serumkonzentration eine 
Hämolyse stattfindet, wo eine kleine Serumkonzentration starke 
oder vollkommene Hemmung verursacht hat. 

Andererseits ist aber ersichtlich, daß wir die Reaktion 
durch Veränderung der Serummenge am empfindlichsten aus- 
führen können. 

Am wenigsten empfindlich ist die Reaktion, wenn wir die 
Komplementmenge variieren, was wir damit in Zusammenhang 
gebracht haben, daß das Komplement reversibel gebunden 
wird, demzufolge bei Gegenwart von weniger Komplement auch 
weniger davon gebunden wird. 

Bei Veränderung der Antigenmenge konnten wir beobachten, 
daß zum Zustandekommen einer Hemmung bei positivem Serum 
20 mal wehiger Antigen hinzugefügt werden muß als bei einem 
negativen Serum. Diese Zahl ist nur eine ungefähre, da sie 
von verschiedenen Versuchsbedingungen abhängt. (Wir sind 
daran, das Optimum der Wirkung zu bestimmen.) Bei der 
Verdünnung des Serums finden wir, daß diese Zahl mehr als 
1:250, in manchen Fällen sogar mehr als 1:500 ist. 

Diese Erscheinung weist darauf hin, daß es sich bei diesem 
Vorgange überhaupt nicht um eine chemische Reaktion nach 
stöchiometrischen Gesetzen handeln kann, daß vielmehr die 
Wirkung des Serums der eines Katalysators verglichen werden 
kann. 

Die ersten zwei Arten der Versuchseinrichtung (mit vari- 
ierendem Komplement und Antigenmengen) sind aber, wie wir 
das schon betont haben, bedeutend einfacher als die mit vari- 
ierenden Serummengen. Doch müssen wir, um konstante Ver- 
suchsbedingungen zu schaffen und diese Versuchseinrichtung 
erfolgreich benutzen zu können, die anderen Wirkungen des 
Serums, die die Wassermannsche Reaktion beeinflussen, näher 
kennen lernen. Denn wie aus den bisherigen Versuchen auch 
schon ersichtlich ist, können viele Unstimmigkeiten der Wasser- 
mannschen Reaktion einfach auf die Beeinflussung durch die 
anderen wirksamen Substanzen im Serum, die auf Lues nicht 
charakteristisch sind, zurückgeführt werden. 
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C. Spezielles über das Verhalten des Menschenserums 
in der Wassermannschen Reaktion. 


I. Untersuchungen über die hämolytische Wirkung des mensch- 
lichen Serums gegenüber einigen bei der Wassermannschen 
Reaktion in Betracht kommenden roten Blutkörperchenarten. 


Von 
L. Berczeller, E. Stanker und E. Staffen. 


1. Untersuchungen mit Hammelblutkörperchen!), 


Sehr viele Untersuchungen wurden in der Richtung ge- 
macht, daß die Untersucher die hämolytische Wirkung des 
menschlichen Serums unter verschiedenen physiologischen Zu- 
ständen (nach Nahrungsaufnahme, in verschiedenem Alter usw.), 
ferner in Krankheiten oder in vitro untersucht haben, wobei 
sie immer den Amboceptor oder das Komplement oder beide 
dieser Substanzen zu bestimmen suchten. In jedem die Sero- 
logie behandelnden Buche wird betont, daß mit den Ausdrücken 
Antigen, Komplement usw. nur Eigenschaften des Serums be- 
zeichnet werden, und daß es sich also nicht um Substanzen 
im wirklichen chemischen Sinne handelt. Und zwar sind es 
Eigenschaften, die in der mannigfaltigsten Weise von dem 
physikalisch-chemischen Zustande des Serums abhängig sind, 
und schon durch die kleinsten Serumveränderungen in sehr großem 
Maße, in recht gut meßbarer Weise beeinflußt werden. Da- 
durch ist es auch erklärlich, daß verschiedene Autoren zu ent- 
gegengesetzten Resultaten gekommen sind. Die Verhältnisse, 
unter denen sie gearbeitet haben, waren eben nicht genügend 
charakterisiert. Andererseits waren die zur Verfügung stehen- 


1) Diese Untersuchungen betreffen in erster Linie die hämolytische 
Wirkung des Serums, die auf physikalisch-chemischer Grundlage bisher 
noch nicht eingehend geprüft wurde. Dies ist jedoch um so wichtiger, 
da die durch das Menschenserum verursachte Hämolyse bei den ver- 
schiedenen Modifikationen der Wassermannschen Reaktion eine verschieden 
wichtige Rolle spielt; denn z. B. wird bei der Hechtschen Methode ja 
ohne Zusatz von Amboceptor und Komplement allein die eigene hämo- 
lytische Wirkung des menschlichen Serums benutzt. Unsere Unter- 
suchungen liefern eine experimentelle Grundlage zur Schaffung genügend 
konstanter Bedingungen, vorausgesetzt, daß bei der Wassermannschen 
Reaktion aktive Sera benutzt werden. 
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den Messungsmethoden sehr grob. Bei vielen Untersuchungen 
werden die Sera auf */,, */,, */, usw. verdünnt, diese Ver- 
dünnungsintervalle sind aber so groß, daß wenn auch eine 
Konstanz gefunden wird, dies nur so viel bedeutet, daß der der 
Reaktion zugrundeliegende Vorgang in seiner Intensität nicht 
verdoppelt oder auf die Hälfte verringert ist. 

Diese Tatsachen haben es erforderlich gemacht, eine genaue 
Bestimmungsmethode der hämolytischen Vorgänge auszuarbeiten. 
Andererseits stoßen wir bei Arbeiten mit menschlichem Serum 
auf Schwierigkeiten, weil uns nur sehr kleine Quantitäten zur 
Verfügung stehen. Wenn wir in der gewohnten Weise in 
1—2 cem Flüssigkeit die Reaktionen sich abspielen lassen, 
bleibt uns zu wenig Serum zur Verfügung, um die Versuchs- 
bedingungen genügend variieren zu können; diese Tatsachen 
haben uns dazu bewogen, eine Mikromethode zu diesem Zwecke 
auszuarbeiten. 

Die Untersuchungen von Liebermann und Fenyvesy 
haben bewiesen, daß die Verdünnung des Komplementes jene 
Wirksamkeit zunächst sehr stark verstärkt, deswegen ist die 
übliche wie die auch von uns angegebene Messung der hämo- 
lytischen Wirkung kein Maß für die Komplementmenge. Wir 
wollten auch keine Substanzmenge messen, sondern nur Wirkungen, 
und zu diesem Zwecke ist besonders, wenn man so wie wir 
immer mit demselben Serum gearbeitet hat, unsere Methode 
unbedingt geeignet. 

Methodik: Wir haben unsere Methode zur Bestimmung der 
hämolytischen Wirkung des Menschenserums auf Hammelblut- 
körperchen, anlehnend an die Methoden von Wright, mit 
Glascapillaren ausgearbeitet. 

Zu der Messung wird gebraucht: 

1. Das zu untersuchende Serum. 

2. Physiologische NaCl-Lösung (0,85 °/,). 

3. 10°/,ige Suspension von gewaschenen Hammelblut- 
körperchen in 0,85%/,igem NaCl. 

4. Glascapillaren zur tropfenweisen Abmessung des Serums, 
der NaCl-Lösung und der roten Blutkörperchen. 

5. Dicke Objekttráger, die mittels einer Feile in 10 Teile 
geteilt sind, in der Fig.1 abgebildeten Weise. 

6. Glascapillaren, die ein möglichst gleiches Lumen be- 
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sitzen, in welche — durch Luftblasen voneinander getrennt — die 
verschiedenen Mischungen (z. B. Blut und aktives Menschen- 
serum, oder Blut + inaktives Menschenserum + Meerschweinchen- 
serum usw.) aufgesaugt werden. Die Reaktion läuft in den 
Capillaren ab und wird dort abgelesen. 

Die Herstellung der Capillaren zum Abmessen der Flüssigkeit in 
Form von Tropfen geschieht folgendermaßen: 

Röhren, die nicht zu dickwandig sind und einen Durchmesser von 
3 mm haben, werden in ungefähr 9—10 cm lange Stücke geschnitten. 
Dann werden sie in der Mitte in der Bunsenflamme so ausgezogen, daß 
der ausgezogene Teil ungefähr 20—25 cm lang sein soll, und in der Mitte 
durchgebrochen. Vor dem Gebrauche wird von der Capillare noch 
weiter so viel abgebrochen, bis das Ende einen stärkeren Widerstand 
bereitet. 

Die Capillaren zur Ausführung der Reaktion werden aus dick- 
wandigen Röhrchen von einem Durchmesser von */¿cm bereitet und so 
lange ausgezogen, daß der brauchbare Teil ungefähr 25 cm lang sein soll. 
Die Röhrchen werden auch am anderen Ende zu ganz dünnen Capil- 
laren ausgezogen, denn auf diese Weise können die Tropfen leicht auf- 
gesaugt werden. 


2. Ausführung einer quantitativen Bestimmung der 
hämolytischen Wirkung des Serums. 
Serum und NaCl-Lösung werden in Form von Tropfen auf 
den eingeteilten Objektträger aufgetragen und die Verdünnung 
folgendermaßen vorgenommen (siehe Fig. 1). 





S bedeutet 1 Tropfen Serum, 
K n 1 » phys. Kochsalzlósung. 
Fig. 1. 


380 L. Berczeller: 


In die Quadrate 1 bis 4 wird je ein Tropfen Serum, in die 
Quadrate 3 bis 8 je ein Tropfen NaCl getropft. In den Qua- 
draten 3 und 4 wird das Serum und NaCl-Lósung gemischt 
und von Quadrat 3 ein Tropfen zu Quadrat 2, von Quadrat 2 
zu Quadrat 5, von Quadrat 4 zu Quadrat 6, von Quadrat 5 
zu Quadrat 7, von Quadrat 6 zu Quadrat 8 gegeben. Von 
Quadrat 7 und 8 wird ein Tropfen der Mischung weggenommen. 

Auf diese Weise erhält man folgende Verdünnungen: 

Verdana Te a Ya Hal as- lie 
Quadrat: 1, 2, 3,” dy 6 7 8. 

Jeder Tropfen wird mit einem Tropfen 10%/,iger Hammel- 
blutsuspension gründlich vermischt. Dann wird von jedem 
Tropfen, und zwar beginnend mit der stärksten Verdünnung, 
so viel in die oben beschriebene Capillare aufgesaugt, daß die 
Höhe der Flüssigkeitssäule 1*/, bis 2 cm beträgt, wobei die 
einzelnen Mischungen voneinander durch Luftblasen getrennt 
werden; dann werden die Capillaren in den Thermostat gestellt 
und nach einer Stunde abgelesen. 

Folgende Punkte sind noch genau zu beachten, damit die 
Bestimmungen möglichst genau sein sollen: 

1. Die Objektträger müssen sehr rein sein, damit die Tropfen 
nicht zerfließen. 

2. Nach Versetzen mit einem Tropfen Hammelblutkörper- 
chen muß gründlich gemischt werden. 

3. Das Ausblasen nach Wegnahme eines Tropfens muß 
sehr vorsichtig geschehen, damit keine Luftblasen entstehen. 

4. Das Mischen und Aufsaugen muß möglichst bald ge- 
schehen, damit keine Verdunstung stattfindet. 

5. Zwischen den einzelnen ‚Gemischen müssen in den Ca- 
pillaren genügend große Zwischenräume bleiben. 

Auf diese Weise erhält man sehr genaue Resultate, wovon 
wir uns in der Weise überzeugt haben, daß verschiedene Unter- 
sucher bei demselben Serum vollkommen oder doch fast über- 
einstimmende Resultate erhalten haben, indem nur selten eine 
Differenz, bestehend in der Verschiebung um einen Verdünnungs- 
grad, vorkommen. 

Mit dieser Methode ist es zunächst möglich festzustellen, 
unter welchen Verhältnissen die hämolytische Fähigkeit des 
menschlichen Serums für Hammelblutkörperchen eine konstante 
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Größe bildet, und wie sie durch Abändern der Versuchs- 
bedingungen variiert. Dabei war es nicht zulässig, auf den 
Komplement- oder Amboceptorgehalt des Serums Schlüsse zu 
ziehen, wie dies z. B. Mandelbaum tut, da die hämolytische 
Wirkung des Serums von beiden Komponenten abhängig ist. 
Mandelbaum hat ähnliche Versuche ausgeführt wie wir. Er 
hat die zeitliche Veränderung des Komplementgehaltes des 
menschlichen Serums bei verschiedenen Temperaturen in Gegen- 
wart und ohne den Blutkuchen verfolgt. Dabei hat er ge- 
funden, daß der Blutkuchen eine wichtige Rolle bei der Er- 
haltung des Komplementes spielt, obzwar er immer die hämo- 
lytische Wirkung des Serums und nicht das Komplement be- 
stimmt hat. Er hat große Differenzen zwischen normalen Menschen 
und syphilitisch Erkrankten gefunden, so daß er auf Grund 
seiner Reaktion eine antiluetische Kur in bestimmten Fällen 
für angezeigt hält. Deswegen haben wir bei unseren Versuchen 
immer Sera von Luetikern mit normalen Seren verglichen. 

1. Hämolytische Fähigkeit der Sera gleich nach 
der Entnahme. Zu diesen Versuchen wurden die Sera gleich 
nach Gewinnung zentrifugiert und die Bestimmung gemacht, 
so daß die Bestimmung in 20 Fällen 10 Minuten nach der 
Entnahme ausgeführt werden konnte. 

Dabei haben wir gefunden, daß die hämolytische Fähig- 
keit der verschiedenen Sera ziemlich große Schwankungen zeigt. 
Einige Sera haben sogar überhaupt keine hämolytische Wirkung 
gehabt. Im Gegensatze hierzu hat Mandelbaum beobachtet, 
daß die hämolytische Wirkung normaler und von verschiedenen 
Kranken herstammender Sera sofort nach der Entnahme gleiche 
hämolytische Wirkung zeigen. Wahrscheinlich hat er die Unter- 
suchung nicht sofort nach Entnahme ausgeführt, andererseits ist 
seine Bestimmungsmethode viel gröber (wodurch allein aber die 
Differenzen der Resultate nicht erklärt werden können). 

Diese Untersuchungen sind in Tabelle XIX zusammengestellt. 
Die Nummern bedeuten die Mischungen, in denen die Hämo- 
lyse eingetreten ist, in Klammern sind die Mischungen mit 
unvollständiger Hämolyse angegeben. Nummer 1—7 bedeuten 
die verschiedenen Verdünnungsgrade (S. 380). 

Die beiden Sera, die überhaupt keine Hämolyse gaben, 


stammen von gesunden Menschen, ebenso das Serum von der 
Biochemische Zeitschrift Band 83. 26 
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Tabelle XIX. 


Hámolytische Wirkung menschlicher Sera 10 Minuten nach 
der Entnahme. 








Resultat der | Hämoly- "Resultat der 























Hämoly- 
Protokoll-| tische | Wassermann- | Protokoll- | tische | Wassermann- 
Nummer | Wirkung |schen Reaktion Nummer | Wirkung (schen Reaktion 
6546 - | - 6548 | 3 (6) - 
6547 5 (6) | = 6551 | 206) | _ 
6552 5 (6) = 6550 3 — - 
6649 — — 6537 3 (5) - 
6544 3 (6) +++ 6539 2 (5) - 
6543 5 (6) — 6542 (2)— +++ 
6540 2 (3) — 6579 3 (5) - 
6538 1 (4) — 6578 2 — =- 
6545 (1)— — 6580 | 4 (7) — 





ganz schwach hämolytischen Wirkung. Nur eins von den 
6 Seren (Nr. 6549, 4546, 6542, 6545, 6578), das unverdünnt 
eine Hemmung gab, reagierte nach Wassermann +++ positiv 
und stammte von einem Luetiker. 

Derselbe Versuch wurde mit der Veränderung wiederholt. 
daß die Sera nach 15 Minuten untersucht worden sind. Unter 
den 14 untersuchten Sera (Tabelle XX) zeigten eins eine un- 
vollständige Hämolyse, eins überhaupt keine Hámolyse. Nr. 5563 
zeigte eine ++ positive Reaktion nach Wassermann, und die 
dritte Verdünnung war noch etwas hámolysiert. Wir sehen 
hier wieder, daß die hämolytische Wirkung der Sera ziemlich 
verschieden ist und zwischen denselben Grenzen schwankt wie 
in dem vorigen Versuch. 




















Tabelle XX. 

Hämoly- | Resultat der | Hämoly- | Resultat der 
Frotokoll- sche. Wassermann- Protokoll- tische, Wassermann- 
Nummer | Wirkung (schen Reaktion Nummer | Wirkung ¡schen Reaktion 

6573 3 (7) — 6572 3 (4) = 
6577 3 (5) — 6568 2 (3) — 
6574 2 (4) a 6566 da 3 
6575 4 (7) = 6567 3 (6) = 
6571 4 — = 6569 4 — +++ 
6576 5 (6) = 6570 | 2(M) 2 
6563 (3) — ++ 6581 3 (5) - 


Diesen Versuch haben wir mit demselben Resultate ófters 
wiederholt und gefunden, daß einzelne Sera bald nach der 
Entnahme eine sehr geringe oder keine hämolytische Wirkung 
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haben, nach einer Stunde langem Stehen kommt noch hier und 
da vor, daß ein Serum eine minimale hämolytische Wirkung 
zeigt. Unter den in in der Tabelle XXI in den 5 Versuchs- 
reihen angeführten 28 Seren haben wir ein einziges gefunden, 
das auch nach 1 Stunde bloß eine minimale hämolytische 
Wirkung ausgeübt hat. 


Tabelle XXI. 


Hämolytische Wirkung des menschlichen Serums 1 Stunde 
nach der Entnahme. 








Versuchsreihe I Versuchsreihe 








= 














© Lal 2 Laili o NT] | © og | © 
+.2»[821 .|2,l28[..|2.123[L.2, 1s8|., 2, 
9 0|.Aa g| eko 8 2A2| En jo 2129| 82 joeg 25|8|58 Ag 
Roa BEE RE ER ME 55 aa jS Esas] s 

t- ¡ojo | ROJO DM | uolo gl Dal Ro] Oo | 208 
ESEA ESEA HEREA AEEA EEE 
A AA AAA AEAEE AE 

w (ES A lesl |5 ial |H LS g E 
7164 3 (4) | +4++[2278] 3(4)| 7362| 3—| — |7467| 3 — +4+| 7507| 3 — 
7166| 1(8) | +++|7280| 3(4)| — [7363 3—| + |7468| 3(4) +++ | 7508 | 3(4) 
7167| 3 [+++ 7283| 5(4) 4447364, 3 — | +++[7470| 3(5) ++ [7509 | 3(4) 
7168/11) (2| — |7286| 304) +4+[7365 3 —| — [74711 3(4), — |7510| 3 —| 
7169 22 ++ [7287| 23) +++ 7472| 3—| + |7511| 4— 
7170 10) e | 7474| 3 — +++ | 7512| 3(4) 
7171 + 














2. Die Veränderung der hämolytischen Wirkung 
des Serums während der ersten 16 Stunden nach der 
Entnahme bei Aufbewahrung im Eisschrank. 

Es ist allgemein bekannt, daß sich die hämolytische Wirkung 
des Serums mit der Zeit ändert. Das wurde damit in Zu- 
sammenhang gebracht, daß der Komplementgehalt der Sera 
verringert wird. Wie aus der Tabelle XXII ersichtlich ist, 
sind die Verhältnisse auch hier nicht ganz einfach. Das 
wichtigste Ergebnis unserer Untersuchungen ist, daß bei vielen 
Seren die hámolytische Wirkung während der ersten Stunden 
verstärkt wird. In mehreren Fällen entsteht nach einigen 
Stunden eine hämolytische Wirkung sogar dort, wo gleich nach 
der Entnahme keine Hämolyse beobachtet worden ist. In 
anderen Fällen ist hingegen während dieser Zeit eine Abnahme 
der hämolytischen Wirkung nachweisbar. Besonders in solchen 
Fällen haben wir dies beobachtet, wo schon anfangs eine größere 
hämolytische Wirkung vorhanden war. Durch diese entgegen- 


gesetzte Veränderung wird die Wirkung anfangs so verschieden 
26* 


| |Versuchsreihe III Versuchsreihe IV Versuchsreihe v 


Wassermann- 
sche Reaktio 
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reagierender Seren einander viel náher gebracht, als sie gleich 
nach der Entnahme waren. 


Tabelle XXII. 































Versuch 1 E a Versuch 2 
Hämolytische Hämolytische Hämolytische Hämolytische 
Wirkung wurde | Wirkung wurde | Wirkung wurde | Wirkung wurde 

stärker schwächer stärker schwächer 
| Hämoly- Hämoly- Hämoly- 
= 5 = A tische 3 5 tische = u tische 
Q g Wirkun Wirkun 9 Wirkun 
8 g |. g g 
E E $ 8 nach der | £ E nach der Š E nach der 
Ez Ez Entnahme Ez Entnahme £ 5 Entnahme 
10 Min.|12 Std. 15 Min.|16Std. 15 Min.|163td. 








6183 | 3(4)| 3 — 
7333| 3(5)| 3 — 
7337 | 3(4)| 1(8) 
7335 | 2(3)| 1(2) 
7350 | (9) | — 


5(6)| 3(5)|6179| (4) | 36) 
3(6) 3(4)|6180| (2) | 3 
5) 3 — [6181| 3(5)| 4(7) 
2(3) (8) |6182| (1) | 3 — 
3(6)| 2(5)|6184| 3 - | 3(4) 
3(5)| 2(5)| 6185 | 3(5)| 4— 
2(5)| (2) [7342 3 3(4) 
7320| (2) | 3(2) 






































Versuch 3 Versuch 4 á 
Hämolytische Hämolytische Hämolytische Hämolytische 
Wirkung wurde | Wirkung wurde | Wirkung wurde | Wirkung wurde 

stärker schwächer stärker schwächer 

Hämoly- | Hämoly- Hämoly- Hämoly- 

=n tische Zu tische =y tische su tische 
28 Wirkung |2& Wirkung |Q 5 | Wirkung | 2$ 
38 | nach der |£ g nach der |S 8 | nach der | 28 
2,2 | Entnahme | 2.2 | Entnahme | 2,2 | Entnahme | 2,5 
nz AA | AZ | AA 

1 Std. |16 Std. |1 Std. |16 Std. 1 Std. |16 Std. 








1(3) 
3 — 


| 6154 | 1(3) 
6149 | 3(4) 
6153 | 2(3) 
6628 | 3 — 
6619 | 3(6) 
6692 | 2(3) 




















In einem weiteren Versuche haben wir das Serum allein 
bzw. mit Blutkuchen noch hóheren Temperaturen (45%) aus- 
gesetzt. Dabei konnten wir beobachten, daß der Blutkuchen 
auch bei dieser Temperatur eine schützende Wirkung auf die 
hämolytische Fähigkeit des Serums ausübt. 
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Tabelle XXIII. 


Hämolytische Wirkung des Serums, das am Blutkuchen und 
ohne solches im Eisschrank gestanden hat. 





























Hämolytische Wirkung Hämolytische Wirkung 
24 Stunden ~ 24 Stunden 
Protokoll- nach Entnahme Protokoll- nach Entnahme 
Nummer mit | ohne Nummer mit ohne 
Blutkuchen | Blutkuchen 
| 
6147 3 (4) 3 (4) 6141 AS ‘ 
6148 1 (3) (0) 6146 3 (5) 5 
6155 3 Ri (1) 6149 6 5 
6152 3 (4 3 (4) 6356 1(5) 1 (3) 
6149 1 (2) 3 (5) 6357 2 (8) 3 (5) 
6164 3 (5 3 (4) 6359 (8) (1 
6166 2 (3 3 (4) 6360 3(4 65) 
6167 3 (5) 3 (4) 6370 = = 
6171 3 W 3 (4) 6371 (3) a) 
6134 4 (0) 2 (5) 6372 3 (4) 3 (6) 
6136 7 (0) 3 (4) 6374 2 (4) (5) 
6138 4 (5) 3 (5) 6375 (4) 2(8) 





3. Das Verhalten der hämolytischen Wirkung des 
menschlichen Serums bei Körpertemperatur (38°). Die 
oben erwähnten Versuche haben es nahegelegt, daß die Ver- 
stärkung der hämolytischen Wirkung des Serums in den ersten 
Stunden nach der Entnahme mit der Schutzwirkung des Blut- 
kuchens zusammenhängt. Diese Verstärkung ist bei Körper- 
temperatur — ebenso die Schutzwirkung — viel ausgeprägter 
Deswegen haben wir das Verhalten von Sera verfolgt, die bald 
nach der Entnahme in den Thermostaten gestellt und dort ver- 
wabrt wurden. Dabei konnten wir beobachten, daß bei 38° 
die hämolytische Wirkung des Serums in den meisten Fällen- 
zunächst stärker wird, wenn sie mit dem Blutkuchen zu- 
sammen aufbewahrt wird, dann aber abnimmt, eine Veränderung, 
die ganz ähnlich ist der des ohne Blutkuchen stehenden Serums. 
Der Unterschied besteht nur darin, daß die hämolytische 
Wirkung des abpipettierten Serums (die nicht am Blutkuchen 
steht) viel schneller abnimmt, und dementsprechend konnte dann 
in einer kleineren Anzahl der Fälle eine Zunahme der hämo- 
lytischen Wirkung nachgewiesen werden; wenn auch diese Er- 
scheinung nur an einem Teil der Seren beobachtet werden konnte 
kann man daraus nicht den Schluß ziehen, daß sich verschiedene 
Sera prinzipiell verschieden verhalten, denn es ist ebenso mög- 


386 


L. Berczeller: 


lich, daß die Verschiedenheit nur eine quantitative ist. Wie dies 
immer sei, von Bedeutung ist nur die Tatsache, daß durch ein- 


Tabelle XXIV. 


Hämolytische Wirkung des menschlichen Serums nach Auf- 
bewahren im Thermostaten mit Blutkuchen. 





Wirkung 





e |Hämolyt. Wirkung Hämolyt. Wirkung 

















> 5 ¡Hámolyt. n 
2 nac 
g E Anfangs- i5 Sta. im 
e E Therm. 
a verstärkt 
6133| 2(5) 3 — 
6358 (2) (3) 
6357 (2) 3 (4) 
6370 — 2 (3) 
6373 (5) 4 (5) 
6374| 2(4) 3 (5) 
6377 — 3 (4) 
6381 2) 3 (4 
6453 | 1(3) 2 4 
6356| 1(2) (4) 











zu 
© nach |5® nach 
4 5 Anfange- |; Std, im] 3 E Anfanes [5 Sta, im 
El = Therm. | 2 = Therm. 
A | geschwächt 4 | gleich geblieben 
6134 4 (3) [6455 (2) (2) 
6389| 7 3 (5) |6476| 3(4) 3 (4) 
Tabelle XXV. 


Hämolytische Wirkung des menschlichen Serums ohne Blut- 
kuchen im Thermostaten aufbewahrt. 











'Hámolyt. Wirkung Hämolyt. Wirkung 





























EI nach lan nach Sa _| nach 
34 angs-|5 Std. im| 5 g ange 15 Std. im| 3 g | ange [5 Std. im 
22 | Vet | Them |5| Yet | Therm.[ 25 | “9 | Therm. 
Ba verstárkt A geschwächt A gleich geblieben 
6141|) 4 4(5) [6070 3(5) (2) 
6371| 16) | 4(6) [6071| 4 = 
6373| 1(3) 2(3) |6074| 2(4) 2 (5) 
6468 | 3(5) 4 [6081 3 = 314) 
6477 | — 3(4) [60s5| 3(5) = (2) 
6483 | 2 (5) 4 |soss| 365) = 
6153 | 2(8) 3 6104| (3) _ 
6149| 3(4) | 3(5) |6049| 5(7) > 
6154| 1(3) | 34) |6042| (5) = 

6132| 316) z 

6374| 3(5) (1) 

6454| 3 (4) 1 

6466| 3(5) | 1(3) 

6472| 26) | (2) 

6473| 4(6) | 2(4) 

6476| 5(6) | 2(4) 

6480) 1(4) = 

6481! 3(4) | 2(4) 

6155| 3(4) | 1(2) 

6280| 3(4) | (3) 
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faches Erwármen auf 38%, zunáchst in vielen Fállen eine Ver- 
stárkung der hämolytischen Wirkung stattfindet, wodurch be- 
wiesen ist, daß diese Wirkung auch ohne Blutkuchen stattfinden 
kann. In Tabelle XXIV ist die Veränderung des mit Blut- 
kuchen stehenden Serums, in Tabelle XXV des ohne Blut- 
kuchen stehenden Serums angeführt. 

4. Die Veränderung der hämolytischen Wirkung 
des Serums bei weiterem Aufbewahren im’ Eisschrark. 
Wenn man das Serum in Berührung mit dem Blutkuchen 
weitere 24 bis 96 Stunden aufbewahrt, beobachtet man eine 
ganz geringe Abnahme der hämolytischen Wirkung. Diese 
Erscheinung ist dieselbe, die man schon längst am Meer- 
schweinchenserum beobachtet hat, dessen Komplementgehalt 
beim Aufbewahren im Eisschranke sich ebenfalls verringert. 

5. Veränderung der hämolytischen Wirkung des 
Serums bei Aufbewahren im Eisschranke mit und ohne 
Blutkuchen. Die Untersuchungen von Mandelbaum (l. c.) 
haben erwiesen, daß die Gegenwart des Blutkuchens — be- 
sonders im Thermostaten — die Verringerung der hämolytischen 
Wirkung des Serums sehr stark einschränkt. Deswegen haben wir 
unsere Untersuchungen auch auf die vom Blutkuchen getrennten 
Sera ausgedehnt und diese Versuche immer parallel mit den 
.oben angeführten gemacht. Dabei konnten wir die von Mandel- 
baum beobachtete Tatsache bestätigen, daß nämlich bei An- 
wesenheit des Blutkuchens die komplementäre Eigenschaft des 
Serums nicht so schnell abnimmt. Unsere Resultate sind in 
Tabelle XXIII zusammengestellt. Aus diesen Versuchen ist ersicht- 
lich, daß verschiedene Sera sich ziemlich verschieden verhalten; 
ferner, daß in einzelnen Fällen sogar nach 24 Stunden kein 
wesentlicher Unterschied zwischen der Wirkung der abpipettierten 
und der auf Blutkuchen stehenden Sera besteht. Unsere Be- 
funde erweitern die Beobachtung von Mandelbaum, denn wir 
konnten diese schützende Wirkung des Blutkuchens auch beim 
Aufbewahren im Eisschrank beobachten, während Mandel- 
baum dies nur bei 38° beobachtet, jedoch bei 0° vermißt 
hatte. Der Gegensatz zwischen seinen und unseren Ergebnissen 
kann sich leicht daraus erklären, daß die Veränderung der 
komplementären Wirkung bei 38° viel größer ist und dem- 
zufolge auch die Schutzwirkung quantitativ leichter bestimmbar 
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ist. Einen wesentlichen Unterschied zwischen dem Verhalten 
von Wassermann -positiven und -negativen Seren konnten 
wir nicht beobachten. 

Aus allen diesen Versuchen, deren Ergebnisse in den Ta- 
bellen XIX bis XXV zusammengestellt sind, ist es ersichtlich, daß 
die hämolytische Wirkung des Serums in vitro durch ziemlich 
geringfügige Veränderungen der anderen Eigenschaften des 
Serums ziemlich stark verändert wird. Deswegen mußten wir 
daraus zunächst den praktischen Schluß ziehen, daß man, falls 
bei der Wassermannschen Reaktion mit aktiven Seren gearbeitet 
werden soll, die Seren unter möglichst gleichen Verhältnissen 
aufbewahren muß. In solchen Fällen soll man die Sera nicht 
vom Blutkuchen trennen, und man soll das Blut nicht sehr 
lange nach der Entnahme, am besten nach 12 bis 24 Stunden 
untersuchen. Ferner folgt, daß es nicht zweckmäßig ist, sich 
auf die eigene hämolytische Wirkung des Blutes zu verlassen 
und den Komplement- oder Amboceptorgehalt des Serums zu 
benutzen, da diese stark variabel sind; sondern es ist viel 
zweckmäßiger, mit einem Überschuß von Komplement nach 
R. Müller zu arbeiten, wodurch die Schwankungen im eigenen 
Komplementgehalt besser ausgeglichen werden. 

Aus diesen Versuchen allein läßt sich bereits folgern, daß die 
hämolytische Wirkung des menschlichen Serums auf Hammel- 
blutkörperchen einen sehr schwankenden Einfluß auf die Wasser- 
mannsche Reaktion ausüben muß, was von vielen Forschern 
betont, von anderen dagegen, wie z. B. Boas, geleugnet wurde. 
Aus unseren quantitativen Wassermannschen Bestimmungen 
(S. 374) geht jedoch dies unbedingt hervor, da inaktive Sera in 
vielen Fällen stärker hemmen als aktive. Deswegen wäre es 
viel zweckmäßiger, eine solche Blutkörperchenart zu benutzen, 
die vom menschlichen Serum nicht hämolysiert wird; dies- 
bezüglich wurden schon verschiedene Versuche!) unternommen. 
Von solchen Versuchen soll im nächsten Abschnitt berichtet 
werden. 





1) Es hat auch nicht an Versuchen gefehlt, den störenden Kom- 
plementgehalt des menschlichen Serums auf eine andere Weise als durch 
die übliche Erhitzung zu vernichten, durch die auch die Reaktionsfähigkeit 
der in der Wassermannschen Reaktion wirksamen Serumbestandteile ver- 
ringert wird. 
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Unsere Versuche erlauben auch einige theoretische Fragen 
náher zu erórtern. 

Wir haben gefunden, daß in vielen Seren die hámolytische 
Wirkung einige Zeit nach der Blutentnahme entsteht, was nach 
unserer heutigen theoretischen Auffassung des Vorganges auf 
folgende Weise erklärt werden könnte. 

1. Es könnte Komplement frisch entstehen. 2. Es könnte 
Amboceptor frisch entstehen. 3. Aus der Einwirkung von 
Komplement und Antigen aufeinander könnte eine Verstärkung 
der hämolytischen Wirkung resultieren. 4. Es könnten be- 
stimmte Substanzen, welche die Hämolyse hemmen oder befördern, 
allmählich verändert werden, wir wissen ja aus Versuchen in 
vitro, daß die spezifische Hämolyse durch minimalste Mengen 
von verschiedensten Substanzen stark verändert werden kann. 

An ein Frischentstehen des Komplementes würde im Sinne 
der Metschnikoffschen Theorie zu denken sein, wonach das 
Komplement erst durch Zerfall der Leukocyten entstünde. Wir 
wollen durch unsere Versuche nicht für die eine oder die andere 
Auffassung eintreten, denn unsere Versuche bringen keine Ent- 
scheidung in dieser Frage. (In der Serologie wird ja öfters 
zur Erklärung gewisser Erscheinungen das Vorhandensein eigener 
Substanzen angenommen.) So schreibt z. B. Mandelbaum 
die Eigenschaft des Blutkuchens, daß er der Verringerung der 
hämolytischen Fähigkeit entgegenwirkt, gewissen von dem Blut- 
kuchen abgegebenen Substanzen — Socinen — zu. Es ¿st aber 
ebenso gut möglich, daß Substanzen in den Blutkuchen auf- 
genommen werden, welche die Hämolyse hemmen. 

Das, was wir aus unseren Versuchen zur Zeit folgern möchten, 
ist, daß dem in vitro zu beobachtenden Vorgang ein sehr kom- 
plizierter Mechanismus zugrunde liegen muß, der namentlich 
dadurch kompliziert wird, daß die hämolytische Wirkung durch 
verschiedene gleichzeitig, jedoch in entgegengesetztem Sinne 
wirkende Momente verstärkt oder geschwächt wird. Wenn wir 
demnach nach der Blutentnahme die hämolytische Wirkung 
anwachsen sehen, ist dies so zu erklären, daß die stärkenden 
Momente gegenüber den schwächenden vorwiegen. Bei der 
Schwächung ist das Umgekehrte der Fall. Ein solches Moment 
wäre z. B. die Wirkung des Blutkuchens, die darin besteht, 
daß sie das Verschwinden der hämolytischen Wirkung hindert, 
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eventuell das Bestehen derselben befórdert. Wir haben námlich 
gefunden, daß die hämolytische Wirkung — besonders im 
Thermostaten — nicht nur bestehen bleibt, sondern sogar ver- 
stärkt wird; da jedoch die hämolytische Fähigkeit viel kon- 
stanter ist, wenn der Blutkuchen mit dem Serum in Berührung 
steht, ist die Wirkung des Blutkuchens unbedingt bewiesen, 
was auch bereits aus den Mandelbaumschen Versuchen hervor- 
geht und durch unsere empfindlichere Methode noch besser 
beleuchtet wird. Da aber dieselbe Wirkung, jedoch in viel 
geringerem Grade, auch an Serum allein beobachtet werden 
konnte, kann es nicht entschieden werden, ob das Entstehen 
der hämolytischen Wirkung durch das Serum allein, oder durch 
Serum + Blutkuchen verursacht wird. Dazu muß der Vorgang 
einer genaueren physiko-chemischen Analyse unterworfen 
werden. Vorläufig würde es uns genügen, ein System zu finden, 
das durch das menschliche Serum allein weniger ‘oder nicht 
beeinflußt wird. Wir haben, um günstigere Verhältnisse zu 
schaffen, mit anderen Arten von Blutkörperchen Versuche aus- 
geführt. Nach den vorher erwähnten Versuchen wäre es am 
idealsten, die Methode von Noguchi, Tschernogobou und 
Dungern zu benutzen, und mit Menschenblutkörperchen 
zu arbeiten. Da aber von verschiedener Seite (z.B. Boas) 
darauf hingewiesen wird, daß auf die Weise andere Immun- 
reaktionen (Präcipitation), Komplementbindung auftreten und 
dadurch, fehlerhafte Resultate verursachen, haben wir mit 
Menschenblutkörperchen nicht weiter gearbeitet. 


2. Untersuchungen über die hämolytische Wirkung der 
menschlichen Sera gegenüber Pferde-, Schweine- und 
Rinderblutkörperchen. 


Unser Ziel war, eine Blutkörperchenart zu finden, der in 
Menschenserum bloß ein Komplement, jedoch kein Amboceptor 
entspricht, und eine zweite Blutkörperchenart, der in Serum 
weder Komplement noch Amboceptor entsprechen, denn hier- 
durch wäre die Trennung der Eigenschaften der aktiven und 
inaktiven Sera in der Wassermannschen Reaktion möglich. 
Dies ist uns insofern gelungen, als es sich gezeigt hat, daß die 
Rinderblutkörperchen von Serum praktisch nicht gelöst werden. 

Wir haben deswegen rote Blutkörperchen von Pferd, Schwein 
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und Rind benutzt, denn von sonstigen, dem Laboratorium leicht 
zugänglichen Blutarten werden Kaninchen- und Meerchwein- 
chenblutkörperchen vom menschlichen Serum gelöst, daher ihr 
Gebrauch bei der Wassermannschen Reaktion keinen Vorteil 
gegenüber den Hammelblutkörperchen bilden würde. 


a) Schweineblutkörperchen. 


Die Schweineblutkörperchen werden durch menschliches 
Serum stark agglutiniert. Diese Erscheinung tritt sehr schnell 
auf, so daß die Emulsion entmischt wird. Wir konnten zwar 
keine Hämolyse beobachten, aber gerade infolge der Aggluti- 
nation haben wir diese Blutkörperchen aus den weiteren Unter- 
suchungen ausgeschlossen. 


b) Pferdeblutkörperchen. 


Die untersuchten Sera zeigten ein sehr verschiedenes Ver- 
halten gegenüber Pferdeblutkörperchen. Es fanden sich alle 
Übergänge zwischen vollkommener Lösung und Hemmung (wie 
bei den Hammelblutkörperchen). Die Versuchsanordnung war 
in diesen Versuchen dieselbe wie bei Hammelblutkörperchen, 
nur prüften wir die Sera in der Weise, daß ein Tropfen Serum 
mit einem Tropfen 10°/,iger Pferdeblutsuspension gemischt 
worden ist. Scheinbar werden die roten Blutkörperchen des 
Pferdeblutes weniger gelöst als die vom Hammel. In der 
Richtung haben wir aber keine systematisch-vergleichenden Ver- 
suche ausgeführt. Es konnte hier ebensowenig, wie in den 
Versuchen mit Hammelblutkórperchen, ein Zusammenhang 
zwischen Wassermann-Reaktion und pferdeblutkörperchenlösen- 
der Wirkung beobachtet werden, woran nach den Versuchen 
von Mandelbaum gedacht werden konnte. Aus diesen Ver- 
suchen ist also ersichtlich, daß die Pferdeblutkörperchen zur 
Ausführung der Wassermann-Reaktion nicht geeignet sind, in- 
dem sie selbst in sehr verschiedenem Maße von den verschie- 
denen menschlichen Seren beeinflußt werden. 


c) Rinderblutkörperchen. 

Von den 500 untersuchten menschlichen Seren haben wir 
ein einziges gefunden, das in der vorher beschriebenen Ver- 
suchsanordnung eine vollkommene Lösung bei Rinderblut- 
körperchen hervorgerufen hat, und drei, die eine geringe Lösung 
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hervorgerufen haben. Diese Versuche beweisen, daß praktisch 
genommen die Rinderblutkörperchen in einem minimalen (ver- 
nachlässigbaren) Prozentsatze eine lösende Wirkung auf rote 
Blutkörperchen ausüben und aus diesem Grunde zur Ausführung 
der Wassermann-Reaktion viel geeigneter sind wie die anderen 
Blutkörperchen. 

Die nähere Untersuchung des oben erwähnten, ganz isoliert 
dastehenden hämolytisch wirksamen Serums ergab: 

1. Daß durch Inaktivieren (bei 56°) die Fähigkeit des Serums, 
rote Blutkörperchen zu lösen, verloren geht. (Wirkung besteht 
aus Amboceptor-Komplement-Wirkung.) 

2. Daß durch Meerschweinchenserum der Rinderblut- 
amboceptor aktiviert werden kann. 

3. Nur einzelne menschliche Sera enthalten ein Komple- 
ment, das Rinderblutamboceptor aktiviert, daher für praktische 
Zwecke (für die Ausführung der Wassermannschen Reaktion) 
angenommen werden darf, daß menschliches Serum kein Kom- 
plement gegen Rinderblutkörperchen enthält. 

4. Bei wiederholter Blutentnahme von demselben Menschen 
konnten wir immer einen Rinderblutkörperchen lösenden Ambo- 
ceptor erhalten. Der betreffende war zur Zeit der Untersuchung 
im Latenzstadium der Lues (Wassermann-Reaktion). Die näheren 
Ursachen der hämolytischen Wirkung des Serums konnten 
nicht gefunden werden. 

In derselben Weise konnte nachgewiesen werden, daß ein 
Rinderblutkörperchen lösender Immunamboceptor nur von ver- 
einzelten menschlichen Seren aktiviert wird. 

Mit diesen Versuchen ist aber auch näher bewiesen worden, 
daß man die Anwesenheit von Komplement im aktiven Menschen- 
serum nicht befürchten muß, weil der rinderblutkörperchen- 
lösende Amboceptor vom aktiven Menschenserum nicht kom- 
plettiert wird. Wir können ein aus Rinderblutkórperchen, 
Meerschweinchenserum und rinderblutlósendem Amboceptor 
bestehendes System zur Ausführung der Wassermannschen 
Reaktion viel besser benutzen, als das Hammelblutkörperchen- 
System. Die Fehler der eigenen hämolytischen Wirkung des 
Serums wären ausgeschlossen. Weitere Versuche müßten noch 
entscheiden, ob nicht noch andere Wirkungen bei diesem kom- 
plizierten Vorgange eine Rolle spielen. 
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II. Über die Komplementbindung inaktiver menschlicher Sera. 


Von 
L. Berczeller. 


Bei unseren quantitativen Untersuchungen der Wasser- 
mannschen Reaktion mit absteigenden Mengen von Komplement 
haben wir beobachtet, daß verschiedene inaktive Sera verschie- 
dene Mengen von Komplement binden. Wir haben deswegen 
diese Erscheinung an einer größeren Reihe von Seris unter- 
sucht. Ähnliche Versuche wurden unter anderem von Hesse!) 
ausgeführt. Er wollte die Eigenhemmung der Sera untersuchen 
und hat dabei gefunden, daß in seinen Untersuchungen ein 
der Hemmung entsprechendes Verhalten auch ohne Antigen 
nachweisbar war. Nur in einzelnen Fällen wird diese Wirkung 
durch den Normalamboceptor des menschlichen Serums störend 
beeinflußt. Wir haben schon in den vorigen Untersuchungen 
gesehen, daß die Normalamboceptoren eine störende Wirkung 
bei der quantitativen Ausführung der Reaktion ausüben. Des- 
wegen haben wir diese Untersuchungen auch so ausgeführt, daß 
wir die Normalamboceptoren entfernt haben, und zwar in der 
Weise, daß wir das menschliche Serum mit Hammelblutkörper- 
chen geschüttelt haben. 


Versuche ohne Entfernung des Normalamboceptors. 


Dabei sind wir von der Versuchseinrichtung ausgegangen, 
die wir bei der quantitativen Bestimmung der gebundenen 
Komplementmengen benutzt haben. (Es wurde der Versuch 
in 10 Röhrchen aufgestellt, in jedes haben wir einen Tropfen 
1:1 verdünnten Serums und 0,1 cem von verschieden konzen- 
trierten Komplementlösungen gegeben. Die Verdünnungen 
wurden immer so gemacht, daß im ersten Röhrchen 10mal so 
viel Komplement war als im zehnten.) Bei dieser Versuchs- 
einrichtung ist bei positiven Seren die Hemmung nur um eine 
Spur stärker. Dieser Versuch ist deswegen von Wichtigkeit, 
denn wenn die positiven Sera eine bedeutend stärker hem- 
mende Wirkung in dieser Konzentration hätten, so würde dies 
darauf hinweisen, daß die hemmende Wirkung des Serums und 


1) Wien. klin. Wochenschr. 20, 603, 1916. 


394 L. Berczeller: 


Antigens sich doch aus den beiden Wirkungen einfach zu- 
sammensetzt. Das ıst aber überhaupt nicht der Fall. Die 
hemmende Wirkung des Serums und Antigens kann sich nicht 
aus den beiden hemmenden Wirkungen addieren, denn die so 
erhaltenen beiden Größen sind sehr verschieden. 

Dieser Nachweis ergänzt unsere Versuche betrefís des 
Mechanismus der Wassermannschen Reaktion. Wir konnten 
nämlich nachweisen, daß die Veränderung des Komplementes 
durch Serum und anderseits durch Antigen zwei separate 
Phasen der Wassermannschen Reaktion darstellt, und dies sind 
die Vorbedingungen des Zustandekommens der Reaktion. 
Diese Vorbedingungen kommen aber nicht dadurch zustande, 
daß das Komplement schon durch diese Verbindung in quan- 
titativ bedeutendem Maße seine hämolytische Wirkung verliert. 
Bei diesen Versuchen ist die Wirkung eine noch sehr kleine, 
so daß durch einfache Addition das Zustandekommen der 
Wassermannschen Reaktion nicht erklärt werden kann, sondern 
das durch Antigen veränderte Komplement muß mit dem posi- 
tiven Serum und umgekehrt das durch Serum veränderte Kom- 
plement mit dem Antigen reagieren. 

Gegen diese Auffassung könnte noch folgendes vorgebracht 
werden. Wenn wir nämlich nicht Serummischungen benutzt 
haben, konnten wir in einigen Fällen nur ganz minimale Diffe- 
renzen zwischen positiven und negativen Seren beobachten, und 
andererseits fallen kleine Differenzen manchmal in entgegen- 
gesetzter Richtung aus. Diese letztere Erscheinung könnte 
allerdings mit dem Normalamboceptorgehalte im Zusammen- 
hange stehen. Aber man könnte auch daran denken, daß diese 
Erscheinung durch den Antigengehalt des Serums hervorgerufen 
wird. Beide Fragen wurden weiter untersucht. 

Um die erste Frage näher untersuchen zu können, haben 
wir zunächst den Normalamboceptor aus dem Blute zu ent- 
fernen gesucht. Dabei haben wir beobachtet, daß in diesem 
Falle die Differenzen etwas größer geworden sind. Wir haben 
7 Tropfen Blut mit 1 bzw. 2 Tropfen Hammelblut gemischt und 
nach Zentrifugieren das Serum abpipettiert. Zu diesem Ver- 
such ist folgende Versuchseinrichtung sehr zweckmäßig, da wir 
nur sehr kleine Quantitäten Serum zu den Versuchen brauchen. 

Das Serum wird mit dem Hammelblut in einer kleinen 
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Eprouvette vermischt, die Mischung in einer Capillare aufge- 
sogen, die Spitze der Capillare zugeschmolzen und danach 
zentrifugiert. In der Weise kann man leicht 6 bis 8 Róhrchen 
in der Eprouvette einer kleinen Zentrifuge innerhalb weniger 
Minuten abschleudern. Danach wird die Capillare an der Stelle, 
wo die Blutkörperchen das Serum berühren, mit einer Feile ein- 
geritzt und abgebrochen. Das in der Weise vorbereitete 
Serum wird wieder in einer kleinen Eprouvette aufgefangen. 
Diese Versuche haben zunächst bewiesen, daß die Entfernung 
des Amboceptors aus dem Serum kein so einfacher Vorgang 
ist, die verschiedenen Sera reagieren nämlich sehr verschieden. 
Bei einer großen Zahl der Sera konnte man mit der doppelten 
Menge roter Blutkörperchen noch Amboceptor entfernen, es 
wird aber der größte Teil desselben mit einem Tropfen Blut 
entfernt. Bei andern wirken eben 2 Tropfen Blut viel stärker. 
Auf diese Verhältnisse wollen wir an dieser Stelle nicht näher 
eingehen. Wir begnügen uns damit festzustellen, daß nach 
Entfernung des Amboceptors die stärker hemmende Wirkung 
der positiven Sera deutlicher nachweisbar ist. Um diese Wir- 
kung noch besser beobachten zu können, haben wir in den 
weiteren Versuchen die doppelte Menge Serum (also 1 Tropfen 
nicht verdünntes Serum) gebraucht. Dabei konnte die stärkere 
Hemmung der positiven Sera noch besser beobachtet werden, 
aber einzelne Ausnahmen von dieser Regel bestehen noch 
immer. Am besten kann man diese Erscheinung an Mischungen 
von positiven und negativen Seren beobachten. Nach Ent- 
fernung des Amboceptors ist die größere Differenz in diesem 
Falle auch besser nachweisbar. Wie große Differenzen durch 
den Normalamboceptorgehalt hervorgerufen werden können, 
konnten wir am besten an einem nach Wassermann negativ 
reagierenden Serum beobachten, das eben die schwächste Hem- 
mung der Komplementwirkung ergab. Nach Entfernung des Ambo- 
ceptors hemmt dieses am meisten die Wirkung des Komplementes. 
Dieser Versuch beweist, daß in manchen Fällen die von Jacobeus 
empfohlene Entfernung des Normalamboceptors nicht überflüssig 
ist, wie das von Boas mitgeteilt wird. Der Gehalt des Serums 
an Normalamboceptor kann eine negative Reaktion vortäuschen, 
wobei positive Reaktion durch den Amboceptorgehalt des 
menschlichen Serums in die negative übergeführt wird. 
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Aus diesen Untersuchungen ist ersichtlich, daß im Durch- 
schnitt positive Sera unbedingt eine stärkere Hemmung geben 
als negative. Aber man kann nicht ein einzelnes positives 
Serum damit nachweisen. Dabei muß auch die von Müller 
beobachtete Tatsache bewertet werden, daß bei Schwerkranken 
im Serum viel öfter stärkere Hemmung der komplementären 
Wirkung vorkommt als bei Gesunden. Das Ziel unserer weiteren 
Untersuchungen ist, diese Hemmungen physiko-chemisch näher 
zu charakterisieren, um dieselben dadurch voneinander näher 
unterscheiden zu können. 

Aus den quantitativen Messungen der Stärke der Wasser- 
mannschen Reaktion wissen wir, daß die Reaktionsstärke mit 
wechselnden Serummengen viel feiner gemessen werden kann 
als mit wechselnden Komplementmengen. Wenn wir den Ver- 
such in der Weise einrichten, können wir auch tatsächlich viel 
größere Differenzen zwischen positiven und negativen Seren 
beobachten. Die Differenzen sind viel größer bei den mit 
Hammelblut vorbehandelten Seren als bei denen, von welchen 
der Normalamboceptor nicht entfernt wurde. Auch in dem 
Falle hängt die Differenz von der Menge des vorhandenen 
Komplementes ab, denn bei verdünnten Komplementlösungen 
ist die Differenz zwischen positiven und negativen Seren viel 
größer als bei konzentrierten. 


In diesem Falle wurden auch sonst vollkommen Ge- 
sunde mit Luetikern (Wassermannsche Reaktion positiv) ver- 
glichen. 

Unsere Befunde weisen also unbedingt eine Differenz in 
der Komplementbindung des luetischen und nicht-luetischen 
Serums nach, wenn auch diese Eigenschaften nicht mit voll- 
kommener Spezifizität nachgewiesen werden können. Wir müssen 
aber vorgreifend betonen, daß diese Eigenschaft mit dem wech- 
selnden Lipoidgehalt des Serums erklärt werden kann, wo ein- 
zelne von den Lipoiden, oder eine bestimmte Lipoidmischung 
als „Antigen“ bei der Komplementbindung wirken kann, wie 
dies im nächsten Teile nachgewiesen wird. 
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IH. Über den Antigengehalt menschlicher Sera und des 
Blutkuchens. 
Von 
L. Berczeller und L. Heller. 


Unsere Untersuchungen über die Komplementbindung durch 
inaktive menschliche Sera haben bewiesen, daß im allgemeinen 
positive Sera stärker reagieren als negative, aber diese Reaktion 
ist viel weniger spezifisch als die Wassermannsche, und dadurch 
ist der Zusammenhang zwischen diesen beiden Reaktionen sehr 
schwer zu erklären. Bei der Komplementbindung durch Sera 
handelt es sich nur um sehr kleine Quantitäten von Komple- 
ment; es war daher weiter zu untersuchen, ob nicht ein „An- 
tigengehalt“ der Sera bei dieser Reaktion eine Rolle spielen 
könnte. Daran war um so mehr zu denken, als eben bei der 
Wassermannschen Reaktion nachgewiesen ist, daß Lipoide wie 
Lecithin (Porges) das Antigen ersetzen können, daß also letz- 
teres nicht spezifisch ist. Andererseits wissen wir, daß 
Lecithin im Serum vorhanden ist, und dadurch ist es ja eigent- 
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lich theoretisch bestimmt vorauszusagen, daß die Sera ein zur 
Wassermannschen Reaktion brauchbares Antigen liefern können. 
Die Frage ist nur, ob das so gewonnene Antigen konstant ist 
oder sehr große Schwankungen vorkommen können. 


Eigenhemmung der Extrakte. 

Die Sera wurden mit der 5fachen Menge 95°/ igen Alkohols 
versetzt, und nach 3stündigem Verweilen im Thermostaten 
wurde der Niederschlag abfiltriert. Da wir von einem Serum 
nur kleine Mengen zur Verfügung haben, mußten wir die Ex- 
trakte aus mehreren Seren bereiten. 

Die so bereiteten Extrakte haben eine etwas geringere 
Hemmung gezeigt als die bei der Wassermannschen Reaktion 
aus normalen Organen bei gleicher Extraktion bereiteten. In 
derselben Weise wurden Extrakte aus dem gut zerkleinerten Blut- 
kuchen bereitet. - Wie die beigegebene Tabelle zeigt, hemmen die 
in dieser Weise bereiteten Extrakte ziemlich gleich; zwischen 
Wassermann - positiven und -negativen Bluten und Seren 
konnte kein Unterschied nachgewiesen werden. 
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Extrakte: 1+2 Alkohol 


Wirkung der Extrakte als Antigene bei der Wasser- 
mannschen Reaktion. 


A. Extrakte aus Sera. Die Extrakte wurden in den 
hier mitgeteilten Versuchen gegen absteigende Serummengen 
in der gleichen Antigenverdünnung gebraucht. Die positiven 
und negativen Sera wurden in den folgenden Verdünnungen 
verwendet: 


2, 1, Ya Yo Ya ‘he ‘lse oo ‘Has ‘lse Tropfen. 

Diese Verdünnungen wurden mit 0,1 cem Antigenkomple- 
mentmischung versetzt. 

Die Antigene wurden mit physiologischer Kochsalzlösung 
(1:4) verdünnt. Komplement wurde 1:20 verdünnt gebraucht. 

Die Bezeichnung des Hemmungsgrades ist die übliche. Die 
neben diesen Tabellen angegebenen Zahlen geben, in der üblichen 
Weise berechnet, ein vergleichendes Maß für die Hemmung. 
Aus diesen Versuchen ist ersichtlich, daß in einigen Fällen sehr 
gute Antigene bereitet werden können. In manchen Fällen ist 
nämlich der Unterschied zwischen der Wirkung der positiven 
und negativen Seren sehr groß, aber in sehr vielen Fällen 
hemmen die so bereiteten Extrakte nur minimal, und ander- 
seits ist in vielen Fällen der Hemmungsunterschied zwischen 
den positiven und negativen Seren sehr klein. Auch ist es 
auffallend, daß verschiedene Serumgemische im allgemeinen so 
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Dann 10—1 Tropfen Extrakt ergänzt auf 10 Tropfen mit physio- 
logischer NaCl. +1 Tropfen Komplement. 

Zweite Phase: 5°/, rote sensibilisierte Blutkörperchen (0,1 ccm). 


verschieden hemmende Extrakte liefern. Man kann sogar solche 
finden, die mit einzelnen positiven Seren keine Hemmung und 
anderseits solche, die mit negativem eine vollkommene Hemmung 
in der hier angegebenen Versuchseinrichtung geben. Diese Ver- 
suche stehen im besten Einklange mit denen, in welchen wir die 
Komplementbindung der Seren untersucht haben. Die ver- 
schiedenen Antigengehalte der Sera tragen zu ihrer verschie- 
denen Komplementbindung bei. Die Weglassung des Antigens 
der Wassermannschen Reaktion würde keinen Vorteil gegen- 
über der jetzt üblichen Ausführung bieten, denn man hätte 
nur noch eine neue Variable: den schwankenden Antigengehalt 
der Sera. Neben dem zugesetzten großen Überschuß von An- 
tigen kommt der eigene Antigengehalt der Sera nicht in Be- 
tracht. Aber es ist durchaus nicht auszuschließen, daß bei 
einer enormen Steigerung des Antigengehaltes eine positive 
Wassermannsche Reaktion vorgetäuscht werden kann. In erster 
Linie muß man bei diesen Untersuchungen an die bei der 
Narkose beobachteten positiven Wassermannschen Reaktionen 
denken. 

Wir wissen ja, daß bei der Narkose die Lipoide in das 
Serum gelangen; es ist sehr leicht möglich, daß dadurch der 
Antigengehalt des Serums in der Weise gesteigert ist, daß da- 
durch eine positive Reaktion vorgetäuscht wird. Unsere Ver- 
suche wollen nur darauf hinweisen, daß eine mit dem für Lues 


404 L. Berczeller: 


charakteristische ursächlich gar nicht zusammenhängende Re- 
aktion eine positive Wassermannsche Reaktion vortäuschen 
kann. 

Wenn wir nun die aus positiven und negativen Serum- 
gemischen bereiteten Extrakte vergleichen, können wir keinen 
Unterschied zwischen den positiven und negativen Antigenen 
finden. In einigen Versuchen reagieren die positiven besser, 
in den anderen die negativen. Der, Antigengehalt der Sera 
scheint mit der Lues nicht im Zusammenhang zu stehen oder 
wird zumindest durch physiologische Schwankungen sehr stark 
beeinflußt. Es können luetische Sera ebenso gute alkoholische 
Extrakte liefern wie nichtluetische. Ebenso steht es auch um- 
gekehrt, daß beide ganz unbrauchbare liefern können. Es ist 
auch bei diesen Versuchen auffallend, daß die Differenz der 
Hemmungen bei den positiven und negativen Seren mit lue- 
tischen und nichtluetischen Extrakten im Mittelwert nahezu 
gleich ist (13,2 bei den positiven Extrakten gegenüber 13,4 
der negativen Extrakte), was wieder darauf hinweist, daß nur 
physiologische Schwankungen um ein Gleichgewicht die hier 
beobachtete Erscheinung verursachen. 


Mit diesen Versuchen ist es also bewiesen, daß das mensch- 


liche Serum in verschiedenen Fällen ein verschieden empfind- 
liches Antigen für die Wassermannsche Reaktion in verschie- 
denen Mengen enthalten kann, aber die im Mittelwert stärkere 
Komplementbindung der luetischen Sera kann damit nicht er- 
klärt werden, denn luetische Sera enthalten nicht mehr oder 
ein besseres Antigen. 


Extrakte aus Blutkuchen. 


Die Herstellung und Prüfung der Extrakte aus Blutkuchen 
geschah in einer ganz ähnlichen Weise wie bei den Seren. 
Hier sehen wir wieder, daß die verschiedenen Blute sich ebenso 
verschieden verhalten wie die Sera. Es gibt solche, die sehr 
gute Antigene liefern, aber es gibt auch Fälle, die ganz wenig 
als Antigen brauchbare Substanzen enthalten. Sie geben auch 
ganz verschiedene Differenzen in der Reaktion der positiven 
und negativen Seren. Es konnte auch keine Differenz zwischen 
den luetischen und nichtluetischen Blutkuchen nachgewiesen 
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werder [allerdings muss bemerkt werden, daß das beste Antigen 
aus einem luetischen Blutkuchen bereitet werden konnte?)]. 

Diese Versuche beweisen aber, daß nicht nur das Serum, 
sondern auch das Menschenblut sogar bei ganz normalen Indi- 
viduen sehr variable Mengen von Antigen für die Wassermannsche 
Reaktion enthält. Diese Antigene sind nicht nur quantitativ 
in verschiedenen Mengen vorhanden, sondern ihr Wert ist 
auch qualitativ ein verschiedener (worunter verstanden wird, 
daß sie die Unterschiede zwischen Wassermann-positiven und 
-negativen Seren ganz verschieden anzeigen). Diese Variationen 
in der Wirkungsweise hängen von der verschiedenen absoluten 
Menge der Lipoide und ihrer relativen Verhältnisse gegen- 
einander ab. Mit diesen Versuchen sind aber auch unsere vor- 
herigen Annahmen noch verstärkt worden. 

1. Die Differenz in der Komplementbindung luetischer und 
nichtluetischer Sera hängt sehr stark von dem Antigengehalt 
der Sera ab, dies ist ein störender Einfluß, wodurch die Diffe- 
renz in der Komplementbindung nicht immer nachgewiesen 
werden kann. 

2. Die größere Komplementbindung luetischer Seren ist 
nicht durch den erhöhten Antigengehalt erklärt?). 


1) Neißer und Bruck haben in ihrer ersten Mitteilung darauf hin- 
gewiesen, daß aus syphilitischem Blut wirksame wässerige Extrakte her- 
gestellt werden können. Dieses stimmt insofern mit unseren Unter- 
suchungen, als wir auch wirksame alkoholische Extrakte herstellen 
konnten, aber wir konnten keinen Unterschied zwischen den positiven 
und negativen Bluten finden. Dieser Unterschied kann ja aber auch 
durch physiko-chemische Differenzen des Lösungszustands des Antigens 
verursacht sein. Da die wässerigen Extrakte schon heute keine Be- 
deutung in der Ausfübrung der Wassermannschen Reaktion haben, 
haben wir keine vergleichenden Untersuchungen zwischen alkoholischen 
und wässerigen Extrakten ausgeführt. Es muß dahingestellt bleiben, ob 
im physiko-chemischen Zustand des Antigens oder in den verschiedenen 
Arbeitsweisen die Ursache der beobachteten Erscheinungen liegt, um 
so mehr, als die Herstellung wässeriger Extrakte sehr von Zufälligkeiten 
abhängt. 

2) In interessantem Zusammenhange stehen mit den hier beob- 
achteten Erscheinungen die Versuche von Pick und Pribram (diese 
Zeitschr. 11, 18). Sie haben beobachtet, daß nach Ätherextraktion die 
Eigenhemmung der luetischen Seren viel stärker wird. Das würde da- 
mit gleichbedeutend sein, daß durch Alkohol und Äther ganz andere 
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D. Beiträge zur Topographie der Wassermannschen Reaktion. 


Uber die Wassermannsche Reaktion, ausgeführt an der Lymphe 
von primären Sklerosen und Papeln?). 


Von 
L. Berczeller. 


Praktisch ist die Wassermannsche Reaktion eine unserer 
besten diagnostischen Laboratoriumsreaktionen, doch kennen wir 
ihre theoretische Grundlage nicht, wir wissen nur so viel davon, 
daß sie mit der Lues zusammenhängt. Deswegen schien es für 
uns wichtig zu untersuchen, wie sich die Wassermannsche 
Reaktion gegenüber verschiedenen Körpersäften verhält. Daß 
auch in anderen Körperflüssigkeiten als im Serum die nach 
Wassermann reagierenden Substanzen vorhanden sein können, 
dafür spricht das Verhalten der Cerebrospinalflüssigkeit, deren 
Untersuchung am schönsten bewiesen hat, daß die Reaktion in 
dieser Flüssigkeit nicht vom Serum abhängt. Ebenso ist es 
möglich, daß in anderen Flüssigkeiten des Organismus lokale 
Veränderungen nachgewiesen werden können. Von diesen kommt 
in erster Linie sowohl in theoretischer wie praktischer Hinsicht 
die Lymphe der primären Sklerose in Betracht. Wenn die 
Wassermannsche Reaktion hier unabhängig vom Blutserum auf- 
tritt, ist das von großem praktischen Wert, weil sie dann hier 
viel früher auftreten wird, wodurch sie zu einem der wichtigsten 
diagnostischen Hilfsmittel wird. Andererseits hat sie auch 
theoretischen Wert, weil wir eher beurteilen können, ob die 
die Wassermannsche Reaktion hervorrufenden Substanzen von 
bestimmten Geweben produziert werden, oder von allen. (Von 
den Spirochäten werden sie ja nicht produziert.) 

Unseres Wissens wurde die Lymphe luetischer Affektionen 
bis jetzt nicht in dieser Richtung untersucht. Wahrscheinlich 


Lipoide aus dem Serum gelöst werden. Die alkoholischen Extrakte 
können als Antigen dienen, wo die ätherischen Extrakte eben solche 
Lipoide enthalten, die dieser Wirkung des Serums entgegengesetzt sind. 
Auf die Wirkung der verschiedenen Lösungsmittel auf die Wassermann- 
sche Reaktion gebenden Substanzen werden wir im folgenden Teil näher 
eingehen. 

1) Die Versuche wurden teilweise von H. Husserl und E.Schillinger 
ausgeführt. 
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geschah dies nur deswegen nicht, weil nur wenig von der 
Flüssigkeit zur Verfügung steht. 

In manchen Fällen genügt die in der nachfolgenden Weise 
gewonnene Lymphe zur Ausführung einer Wassermannschen 
Reaktion nach der R. Müllerschen Methode; man braucht dann 
nur 3 Tropfen, es kann aber auch noch mehr gewonnen werden. 
(Wir haben in der Weise auch einige Versuche ausgeführt und 
sehr gute Resultate erhalten, die vollständig mit den Resultaten 
der Mikromethode sich decken. Wir haben die meisten Ver- 
suche mit der quantitativen Mikromethode ausgeführt (mit Ver- 
dünnung der Lymphe, wie es bei Seren beschrieben wurde), 
denn wir süchten immer das Serum und die Lymphe in ihrer 
Wirksamkeit zu vergleichen. Die Untersuchung der Lymphe 
geschah sowohl aktiv wie inaktiv (nach halbstündigem Erwärmen 
auf 56° im Wasserbade). 


x 


Gewinnung der Lymphe. 

Die Gewinnung der Lymphe geschieht in der bei der 
Spirochätenuntersuchung üblichen Weise. Der Affekt wurde 
zuerst mit physiologischer Kochsalzlösung gereinigt, danach 
mit trockener entfetteter Baumwolle gut gerieben. Nach dieser 
Prozedur bekommt man zunächst etwas mit Blut gemischte 
Lymphe. Man trocknet ab. Nach einer Minute quillt reine 
Lymphe aus, die mit einer Capillarpipette in eine kleine 
Eprouvette abgesaugt wird. Allerdings erfordert das Sammeln 
der Lymphe viel Geduld, aber man kann von den kleinsten 
Geschwüren genügend Lymphe zu der Untersuchung bekommen. 
Man kann auch mit einem kleinen Bierschen Sauger — wie 
dieser auch oft zu Spirochätenuntersuchungen gebraucht wird — 
die nötigen Mengen von Lymphe erhalten. 

Wir haben unsere Untersuchungen teils an Leuten mit 
typischen harten Geschwüren, oder an solchen, die zwecks Spiro- 
chätenuntersuchung ins Laboratorium geschickt wurden, dann 
an Fällen von typischen weichen Geschwüren und an Papeln 
ausgeführt. Die Resultate haben ergeben, daß die Untersuchung 
der Lymphe auf Wassermann ein sehr wichtiges diagnostisches 
Mittel ist. Bis jetzt wurden über 100 Fälle (im ganzen mehrere 
hundert Einzeluntersuchungen) ausgeführt, und als Gesamtresul- 
tat dieser Bestimmungen hat sich ergeben, daß diese Unter- 


408 L. Berczeller: 


suchung der Lymphe nicht nur zur Diagnosestellung der Lues 
einen wichtigen Beitrag liefern kann, sondern daß sie sogar 
einen Einblick in den Mechanismus der Entstehung der Wasser- 
mannschen Reaktion erlaubt. 

Um die Resultate der Untersuchung genauer beurteilen 
zu können, werden wir sie von verschiedenen Gesichtspunkten 
betrachten. Zunächst wollen wir sie mit den Ergebnissen der 
Spirochätenuntersuchungen, von rein praktischen Gesichtspunkten 
ausgehend, vergleichen. 

Die Spirochätenuntersuchung wurde zum Teil mit der 
Fontanaschen Färbung, zum Teil mit der Dunkelfeld- 
Beleuchtung ausgeführt. 

Die Fontanasche Färbung ist eine Silberimprägnierungs- 
methode. Sie hat den Vorteil vor den andern Verfahren, daß 
bei der Darstellung der Spirochäten mit Tusche oder Kollargol 
viele Spirochäten bedeckt werden, während man hier diese viel 
mehr und leichter sieht. Andererseits erscheinen die Spiro- 
chäten braun auf weißem Grunde, wodurch das Auge viel weniger 
beim Suchen ermüdet. Im Vergleich mit der Giemsaschen 
Methode hat man auch den bedeutenden Vorteil, daß man die 
Spirochäte leichter findet. Die Giemsasche Methode wurde 
nur in den Fällen benutzt, wo sich verschiedene Spirochäten- 
arten nebeneinander vorfinden. 

Von 46 Fällen, in denen Spirochaeta pallida gefunden wurde, 
war in 43 Fällen Wassermann im Reizserum aktiv untersucht 
positiv. In 1 Falle war das Resultat der Untersuchung zweifel- 
haft und in 2 Fällen negativ. Es muß schon hier darauf hin- 
gewiesen werden, daß bei der Untersuchung des Reizserums noch 
in größerem Maße als beim Blutserum sich methodische Schwierig- 
keiten ergaben, wasdamit zusammenhängt, daß in vielen Fällen kon- 
zentriertere Lösungen eine kleinere oder überhaupt keine Hemmung 
zeigen; wo verdünnte Lösungen hemmen, dadurch kann sehr 
leicht in den erwähnten 2 Fällen die negative Reaktion erklärt 
werden. Diese Zahl beweist also, daß in 93°/, der Fälle die 
Wassermannsche Reaktion bei positivem Spirochaeta-pallida-Be- 
fund im primären Affekt mit aktivem Serum positiv ist. 

Von den vorher erwähnten Fällen wurde 26mal das Reiz- 
serum auch im inaktiven Zustande untersucht. (Das Inaktivieren 
geschieht bei 56° im Thermostaten, dabei wurden die Reiz- 
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serum enthaltenden kleinen Eprouvettchen mit Plastilin luft- 
dicht verschlossen.) Es ergab sich, daß in 21 Fällen auch in- 
aktiv das Reizserum ein positives Resultat nach Wassermann 
ergeben hat, obzwar in manchen Fällen — worauf wir noch 
später näher eingehen werden — die Reaktion inaktiv viel 
schwächer war als aktiv. In 5 Fällen, wo das Reizserum aktiv 
positiv reagiert hat, haben wir inaktiv eine negative Reaktion 
beobachtet. Damit ist bewiesen, daß die Reizsera ebenso wie 
die Blutsera im Anfangsstadium der Lues inaktiv schwächer 
reagieren als aktiv, aber in der größten Zahl der Fälle, in un- 
gefähr 80 °/,, beobachtet man auch inaktiv eine positive Reaktion. 

Auf diese Prozentzahl wollen wir kein besonderes Gewicht 
legen, da es wahrscheinlich davon abhängt, wie alt die Sklerose 
ist. Aber zur Beurteilung dessen haben wir noch bis jetzt 
kein genügendes Material. 

In 20 Fällen haben wir von typischen Ulcera mollia und 
von Excoriationen am Penis gewonnenes Reizserum aktiv und 
inaktiv mit der Wassermannschen Methode untersucht und dabei 
immer negatives Resultat beobachtet. 

Diese Fälle können als typisches Material die Richtigkeit 
der Methode nachweisen. Aber am meisten beweisend ist die 
Anwendung der Methode in nicht typischen Fällen; in solchen, 
wo keine Spirochaeta pallida gefunden werden konnte, wo nur 
das Auftreten der positiven Wassermannschen Reaktion oder 
andere Erscheinungen den Nachweis vom Bestehen einer lueti- 
schen Infektion erbracht hat. Bei zwei Patienten mit Papeln, 
wo das Blutserum ein positives Resultat ergeben hat, konnten 
wir auch in Reizserum ein positives Resultat finden. 

In 19 Fällen von Sklerose, wo keine Spirochaetae pallidae 
gefunden wurden, reagierte das Reizserum aktiv positiv, und 
außer diesen Fällen in 11 Fällen auch inaktiv untersucht er- 
gab sie ein positives Resultat. In allen diesen Fällen konnten 
wir nur viel später ein positives Resultat nach Wassermann 
im Blutserum erhalten. 

In 94 Fällen hat also das Resultat vollständig gestimmt, 
so daß wir bei Lues eine positive Reaktion bekommen haben, 
wo aber keine Lues vorlag, haben wir eine negative Reaktion 
erhalten. Wir haben aber gesehen, daß wir in 2 Fällen von 
Lues eine negative Reaktion bekommen haben, andererseits 
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haben wir einige Fälle beobachtet, in denen bei Patienten 
ohne klinisch nachweisbare Luessymptome positive Wasser- 
mannsche Reaktion im Reizserum aufgetreten ist. Es muß 
aber betont werden, daß alle diese Fälle, in denen wir eine 
positive Reaktion erhielten, als auf Sklerose verdächtig zu uns 
geschickt worden sind; wir konnten keine Spirochaeta pallida 
finden, und in den nächsten 4 bis 6 Wochen war weder eine 
positive Reaktion (Wassermann) beobachtet, noch sind sekun- 
däre Symptome aufgetreten. 

In 3 von diesen Fällen haben wir aktiv das Reizserum 
positiv befunden, das Blutserum reagierte nie positiv, 1 Fall 
reagierte aktiv und inaktiv positiv. In 2 Fällen trat im aktiven 
Blutserum eine positive Reaktion auf, aber inaktiviert reagierte 
das Blutserum nie positiv. Wir konnten sogar an einem Fall 
beobachten, daß nach ungefähr 2 Wochen diese positive Reaktion 
verschwunden ist. Also insgesamt ergaben sich 6 Fälle, die eine 
Ausnahme von der Regel gebildet haben, daß nach positiver 
Reaktion des Reizserums das klinische Bild der Lues während 
unserer Beobachtung nicht aufgetreten ist. 

Ein Anhänger der Wassermannschen Reaktion würde dieses 
letztere Resultat damit verwerfen, daß unsere Methode fehler- 
haft ist, dies wären nach ihm die Versuchsfehler der Mikro- 
methode. Dagegen müssen wir betonen, daß außer einem die 
5 anderen Fälle in kürzeren Zeitabschnitten regelmäßig wieder- 
holt untersucht und immer dasselbe Resultat gefunden wurde. 
Auf nähere Details werden wir noch eingehen. Dies beweist, 
daß ein Versuchsfehler ausgeschlossen ist; die Wassermannsche 
Reaktion zeigt eben nicht immer eine klinisch feststellbare 
Lues an. — 

Ein Gegner der Wassermannschen Reaktion zieht aus diesen 
Resultaten den Schluß, daß nicht nur die Untersuchung des 
Reizserums nach Wassermann, sondern sogar die Untersuchung 
des Blutserums keinen Wert habe. Es kann ja positive Wasser- 
mannsche Reaktion gefunden werden, wo keine Lues vorliegt. 
Wir wollen aus diesem Resultate auf dieWassermannsche Reaktion 
weder pro noch contra Schlüsse ziehen. Aber es muß betont 
werden, daß nach unserem Wissen ebenso wie bei den anderen 
Infektionskrankheiten — es unbedingt auch bei der Lues an- 
genommen werden muß, daß es Fälle geben wird, die abortiv 
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verlaufen. Wir wissen ja sehr gut, daß zum Ausbruche einer 
Krankheit ebenso der Erreger wie die Anlage zu der Er- 
krankung notwendig sind. Auf diesen Teil der Frage wollen 
wir an dieser Stelle nicht näher eingehen, nachdem hierzu 
keine wissenschaftliche Basis bei Lues vorläufig vorhanden 
ist. Es ist möglich, daß die Infektion an einer Stelle 
lokalisiert bleibt; es kommt nicht zur allgemeinen Infek- 
tion, und die Wassermannsche Reaktion zeigt nur die lokale 
Erkrankung an. Oder es kommt zu einer allgemeinen In- 
fektion, jedoch kommen die sekundären Symptome (wozu 
eventuell auch die Wassermannsche Reaktion zu rechnen 
ist) nicht nach der Regel zur Erscheinung, Die prak- 
tische Wichtigkeit der Frage ist die, ob bei solchen Leuten 
später luetische Erscheinungen auftreten können. Es ist ja 
allgemein bekannt, daß bei sehr vielen Leuten luetische 
Erscheinungen auftreten, ohne daß sie von dem primären 
Affekt etwas wissen wollen. In wie vielen Fällen konnte 
ein jeder Arzt das Negieren einer jeden luetischen Affektion 
beobachten, und vielleicht können doch nicht alle Fälle 
einfach damit erledigt werden: „Si quis Syphiliticus est 
mendax.“ Vielleicht hängen diese Erscheinungen mit dem 
Auftreten und Schwinden der die Wassermannsche Reak- 
tion gebenden Substanzen zusammen. Die Untersuchungen 
weisen unbedingt darauf hin, eine wissenschaftliche Ent- 
scheidung ist damit nicht gegeben, aber der Weg ist ge- 
zeig, wie man das finden kann. Vorläufig müssen diese 
Leute von Zeit zu Zeit nach Wassermann untersucht und 
auf eventuell auftretende Erscheinungen beobachtet werden. 
In diesen Fällen kann die Untersuchung des Reizserums 
keine Diagnose geben, sondern nur ein Mahnwort; die Auf- 
gabe der weiteren Untersuchung ist es, in dieser Richtung die 
Entscheidung zu treffen. Wir suchten der Frage in der Weise 
näherzukommen, daß wir die Wassermannsche Reaktion im 
Serum und im Reizserum quantitativ verglichen haben. Bevor 
wir aber darauf näher eingehen, wollen wir qualitativ das Ver- 
halten beider an unserem Material zusammenfassen. 

In der folgenden Tabelle ist die Wassermannsche Reaktion 
vergleichend im Reizserum und Blutserum angegeben. (Es sind 
nur die als sicher anzusehenden Luetiker aufgenommen.) 
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Aus dieser Tabelle ist ersichtlich, daß in 45 Fällen von 
77 das Resultat der Wassermannschen Untersuchung des Reiz- 
serums übereinstimmende Resultate mit der Untersuchung des 
Blutserums ergeben hat, aber in den übrigen 32 Fällen gab es 
diagnostisch besser ausnützbare Resultate. Diese verteilten sich 
folgendermaßen: 

1. In 5 Fällen konnte, schon bevor die Wassermannsche 
Reaktion des Blutserums positiv geworden ist, sowohl aktiv 
wie inaktiv positive Reaktion des Reizserums nachgewiesen 
werden. 

2. In 4 Fällen konnte bei aktiv positiver Reaktion des 
Blutserums eine sowohl aktiv wie inaktiv positive Reaktion des 
Reizserums nachgewiesen werden. 

3. In 21 Fällen konnte mit aktivem Reizserum eine posi- 
tive Reaktion beobachtet werden, wo das Blutserum noch negativ 
reagiert hat. 

4. In 2 Fällen konnte eine negative Reaktion bei Luetikern 
beobachtet werden, wo die klinische Diagnose als Ulcus molle 
gelautet hat. 

Wenn man in Betracht zieht, wie wichtig es ist, die Diagnose 
Lues vor Auftreten einer positiven Wassermannschen Reaktion 
im Blutserum zu stellen, wird man diese Untersuchungen 
mit Reizserum anstellen. Es ist ja allgemein bekannt, wie 
schwer es in vielen Fällen ist, Spirochaeta pallida zu finden. 
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Es ist die Wassermannsche Reaktion im Reizserum auch schon 
deswegen eine vorzügliche Hilfe, denn man wird darauf hin- 
gewiesen, wo man noch öfters die Untersuchung auf Spiro- 
chäten wiederholen soll. 

Aus diesen 2 Fällen wollen wir noch nicht die Regel fest- 
stellen, daß bei latenten Luetikern die Lymphe negativ reagiert, 
in diesen 2 Fällen konnten wir die Differenzialdiagnose „Ulcus 
molle in homine luetico“ durch unseren serologischen Befund 
sichern. 

Unsere Untersuchungen erlauben auch, einen gewissen Schluß 
zu ziehen, wieviel später die Wassermannsche Reaktion im 
Blutserum auftritt als in der Lymphe. Bei diesen Daten kann 
man aber auf keine große Genauigkeit rechnen, da wir nur 
einen einzigen Fall beobachten konnten, bei dem die Wasser- 
mannsche Reaktion im Reizserum von negativer in positive 
Reaktion umgeschlagen hat. Die beiden anderen negativen 
Fälle wurden gleich nach der Untersuchung behandelt, da wir 
bei ihnen Spirochaetae pallidae gefunden haben. Bei dem einen 
beobachteten Fall war der Verlauf folgender: 

Am 24. 9. untersucht, ist sowohl Reizserum wie Blutserum 
aktiv und inaktiv negativ. Am 26. 9. gibt das aktive Reiz- 
serum schwache Hemmung. Am 27. 9. gibt das aktive Reiz- 
serum schon starke Hemmung (zwischen 24. 9. — Am 28. 9. 
wird täglich auf Spirochaeta pallida untersucht und keine ge- 
funden). ` 

Am 29. 10. reagierte das inaktive Blutserum ++, positiv. 

Aus diesem Falle ersieht man, daß die positive Reaktion 
sehr schnell im Reizserum auftritt und nur sehr langsam im 
Blutserum. Zwischen dem Auftreten einer schwachen Hemmung 
im Reizserum und im Blutserum sind 19 Tage verstrichen und 
bis zur Sicherung der Diagnose Lues noch weitere 3 Wochen. 
Es gibt uns aber die Untersuchung des Reizserums ein sehr 
wertvolles Mittel zur Aufstellung der Diagnose in die Hand. 

Dieser Fall zeigt auch sehr schön, daß diese 2 Fälle, bei 
denen wir eine negative Wassermannsche Reaktion in der Lymphe 
bei positivem Spirochätenbefund beobachtet haben, auch nicht 
unbedingte Ausnahmen bilden; es ist möglich, daß bei diesen 
später, eventuell in 1 bis 2 Tagen eine positive Reaktion auf- 


treten würde, wenn man sie nicht behandelt hätte. Was in 
Biochemische Zeitschrift Band 83. 28 
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diesen 2 Fällen auf Grund des positiven Spirochätenbefundes 
geschehen ist. 

In den folgenden Zeilen sollen noch einige interessante 
Fälle erwähnt werden, wo die positive Reaktion im Blutserum 
viel später aufgetreten ist als im Reizserum. Es handelt sich 
zugleich um Leute, wo keine Spirochaeta pallida gefunden 
wurden, da bei positivem Spirochaeta-pallida-Befund die Pa- 
tienten sofort antiluetisch behandelt werden. 

1. Inft. F.J. Klinische Diagnose: Ulcera mollia: indolente 
Driisenschwellungen. 

Am 2. 9. untersucht, reagiert das aktive und inaktive Reiz- 
serum positiv. Blutserum negativ. 

Am 18. 9. ist das Blutserum aktiv positiv (+--+). 

Am 29. 9. ist das Blutserum aktiv und inaktiv -+-}-- positiv. 

Die Untersuchung des Reizserums ergab also 3 Wochen 
früher schon ein positives Resultat. Erst nach der Unter- 
suchung am 25. 9. wurde der Patient antiluetisch behandelt. 
Die Spirochätenuntersuchung wurde mit negativem Resultate 
dreimal wiederholt. 

2. Korp. Cs. L. Klinische Diagnose: Indolente Leisten- 
drüsen, Paraphymosis. 

Am 20. 9. Reizserum aktiv positiv, inaktiv negativ, Blut- 
serum negativ. 

Am 21.9. Blutserum negativ. 

Am 22. 9. Reizserum inaktiv positiv. 

Am 15. 10. Blutserum negativ. 

Am 1. 11. Blutserum inaktiv +--—- positiv. 

Die Untersuchung des Reizserums ergab also fast 6 Wochen 
früher ein positiveres Resultat als die Untersuchung des Blut- 
serums, 

3. Inft. R.J. Klinische Diagnose: Gonorrhöe. Excoriation 
in der Harnröhre. 

Auf Spirochaeta pallida wurde der Patient zweimal unter- 
sucht, und es wurden Spirochaetae refringentes gefunden 
(Giemsa). 

Am 24. 9. war aktives Reizserum positiv; inaktives Reiz- 
serum und Blutserum reagierte negativ. 

Am 29. 9. war das Blutserum aktiv +++ positiv, in- 
aktiv negativ. 
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Am 1. 11. war das Blutserum sowohl aktiv wie auch in- 
aktiv +++ positiv. 

4. Inft. K.J. Klinische Diagnose: Ulcera mollia. Wurde 
3 mal auf Spirochäten untersucht, immer mit negativem Resultat. 

Am 26. 9. Reizserum aktiv +, Blutserum —. 

Am 28. 9. Reizserum aktiv — positiv, inaktiv — negativ. 

Am 2.10. Blutserum aktiv,schwach positiv inaktiv -+-+ positiv. 

Die Untersuchung des Reizserums ergab eine Woche früher 
ein positives Resultat. 

5. Inft.V. J. Klinische Diagnose: Ulcera suspecta. Spiro- 
chaetae refringentes wurden gefunden, keine Pallidae. 

Am 7.10. Reizserum aktiv und inaktiv positiv. 

Am 15. 10. Blutserum aktiv und inaktiv +++ positiv. 

Die Diagnose konnte eine Woche früher gestellt werden. 

6. Inft. E. J. Ulcera 'suspecta. Es wurden Spirochaetae 
refringentes und Ducreysche Bacillen gefunden. 

Am 19. 10. Reizserum aktiv positiv, inaktiv negativ. Blut- 
serum negativ. 

Am 29.10. Blutserum aktiv +--+, inaktiv —-+--+- positiv. 

Die Diagnose konnte 10 Tage früher gestellt werden. 

Die hier angeführten Fälle sollen uns als Beispiele dienen; 
wir könnten aus unserem Material noch mehrere Fälle anführen, 
doch sehen wir hiervon an dieser Stelle ab. Aus den an- 
geführten Daten ist ersichtlich, daß in vielen zweifelhaften 
Fällen die Diagnose mit der Untersuchung des Reizserums viel 
früher gestellt werden kann als mit der anderen Methode. 

Unsere bisherigen Resultate zusammenfassend, können wir 
also sagen, daß die Wassermannsche Reaktion bei Lues auch 
in Lymphe des primären Affektes auftritt. Das Auftreten der 
Reaktion ist unabhängig von der Reaktion im Blutserum. Wir 
konnten die Reaktion viel früher im Reizserum als im Blut- 
serum beobachten. Mit diesen Untersuchungen ist also be- 
wiesen, daß die die Reaktion gebenden Substanzen in der Skle- 
rose produziert werden. Die Produktion dieser Substanzen 
geschieht nicht sofort nach der Infektion, sondern wird erst 
später ausgelöst. Es wurde sogar ein Fall von bestehendem 
Ulcus durum beobachtet, ohne positive Wassermannsche 
Reaktion. 

Nach diesen Resultaten wäre es möglich, daß das Auf- 
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treten der Wassermannschen Reaktion im Blutserum einfach 
dadurch verursacht wird, daß die Reaktion gebenden Substanzen 
ins Blutserum übertreten, oder daß die Substanzen irgendwo 
anders gebildet werden; wenn wir auch durch Lösung dieser 
Frage nicht das theoretische Rätsel lösen, in dem heute die Wasser- 
mannsche Reaktion sich befindet, treten wir doch der Lösung 
näher. Für die zweite Auffassung und gegen die erste spricht, 
daß man die Reaktion so lange Zeit im primären Affekt be- 
obachten kann, ohne daß sie im Blutserum zur Beobachtung 
käme. Dies zeigt an, daß die Stoffe, die die Reaktion geben, 
sehr schwer diffundieren. 

Es ist ja höchst auffallend, daß wir an einer ganz kleinen 
Stelle des Organismus eine Eigenschaft nachweisen können, 
welche Eigenschaft für eine lange Zeit hier lokalisiert bleibt. 
Wenn die Stoffe leicht diffundibel wären, müßten wir beobachten, 
daß sie hier produziert werden und im Blute wieder ver- 
schwinden, wo sie nur dann nachweisbar werden, wenn sie 
schon eine lange Zeit produziert worden sind. Diese Annahme 
entspräche einer sehr schnellen Produktion und schnellen Ab- 
gabe (Diffusion) der Substanzen. Dagegen aber spricht zu- 
nächst, daß die Reaktion in dem Falle, wo wir eine negative 
Reaktion gesehen haben, nur langsam auftritt. 

Andererseits konnten wir beobachten, daß einen Tag nach 
der Untersuchung die Reaktion negativ geworden ist, was nur 
damit erklärt werden kann, daß die reagierenden Substrate mit 
der ersten Lymphe entfernt werden, und binnen 24 Stunden 
werden sie nicht in solcher Menge erzeugt, daß sie nachweis- 
bar wären. 4 ` 

Einen weiteren Einblick in diesen Zusammenhang erlaubt 
das quantitative Vergleichen der Stärke der Reaktion. 

In dieser Hinsicht bildete einen interessanten Fall ein 
Patient, der eine Sklerose der Bauchhaut (oberhalb der Sym- 
physe) und eine am Penis hatte. Die Wassermannsche Reaktion 
ist in der Sklerose der Bauchhaut wiederholt stärker positiv 
ausgefallen als im Reizserum der Sklerose am Penis. Nach 
Angabe des Patienten ist die Sklerose der Bauchhaut früher 
aufgetreten. Dieser Befund zeigt wieder sehr schön, daß die 
Stärke der Wassermannschen Reaktion mit der Zeit des Be- 
stehens der Sklerose im Zusammenhange ist. 
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In diesem Falle konnten wir zwei verschiedene Reizsera 
vergleichen. In den weiteren Untersuchungen, wo wir Reiz- 
sera und Blutsera verglichen haben, liegen die Verhältnisse 
schon komplizierter, weil die Zusammensetzung zweier Reiz- 
sera nicht so sehr voneinander abweicht, wie die des Reizserums 
und Blutserums. Hämolytischer Amboceptor und Komplement- 
gehalt beider wird wahrscheinlich verschieden sein, und durch 
diese Eigenschaften wird die Stärke der Wassermannschen 
Reaktion unbedingt beeinflußt. 

Vorläufig haben wir diese Erscheinungen unserer Methodik 
außer acht gelassen und ganz grob ohne Korrekturen die er- 
haltenen Werte verglichen. z 

Die Fälle müssen wir in zwei große Gruppen trennen: 

1. In solche, in denen die Reaktion im Reizserum stärker ist. 

2. In solche, in denen die Reaktion im Blutserum 
stärker ist. 

Es findet sich nämlich eine große Anzahl der Fälle, bei 
denen die Reaktion im Reizserum stärker ist als im Blut- 
serum. Nach alledem können wir über das Verhalten der 
Wassermannschen Reaktion folgendes Bild konstruieren: 

Sofort nach Entstehen der primären Sklerose ist die Re- 
aktion im Ulcus durum negativ, wir wissen noch nicht, nach 
welcher Zeit sie positiv wird. Nur nach längerer Zeit wird 
die Reaktion auch im Blutserum nachweisbar. Wir können 
noch keine genaue Zeit angeben; nach den bisherigen Unter- 
suchungen ist dieser Zeitraum schwankend. Was die Stärke 
der Reaktion betrifft, wird die Reaktion erst im Reizserum 
stärker und im Blutserum schwächer. Langsam erreicht die 
Reaktionsstärke des Blutserums die des Reizserums, und dann 
übertrifft sie die letztere. Mit diesem Befunde ist es bewiesen, 
daß die Reaktion hervorrufende Substanżen nicht einfach aus 
der Sklerose in die Blutbahn übertreten, sondern daß sie auch 
an anderer Stelle des Organismus gebildet werden. Die Wasser- 
mannsche Reaktion gebenden Substanzen werden also einer- 
seits in den Geweben des Ulcus durum produziert, andererseits 
von anderen Geweben, von wo sie ins Blut abgegeben werden. 
Diese Erscheinung weist nochmals den engsten Zusammenhang 
der Wassermannschen Reaktion mit der luetischen Infektion nach. 
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Meine Arbeit: „Das Cholesterin in den tierischen Organen IX 
in diesem Bande enthält auf Seite 21, Anmerkung 1, eine irrtümliche 
Angabe, die hiermit berichtigt sein möge. Die dort zitierte Stelle aus 
der Kilianischen Arbeit („Berichte“ 24, 342, 1891), wonach — überein- 
stimmend mit meinem Befund — das Digitoninacetat gleichfalls in 
Äther löslich sein soll, behandelt nicht das Digitoninacetat, son- 
dern das Digitogeninacetat. Dies stimmt also nur insofern mit 
meiner am Digitoninacetat gemachten Beobachtung überein, als auch 
das Digitogeninacetat (wie das Digitoninacetat) in Äther löslich ist. 


Hamburg, Anfang Oktober 1917. 
J. Lifschütz. 
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